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Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Frage, inwieweit zytologische 
Untersuchungsmaterialien von Patienten mit nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen geeignet sind, 
zur molekularbiologischen Analyse möglicher Mutationen des k-ras-Genes verwendet zu werden. 
Dafür wurden vier spezifische Polymerasekettenreaktionen mit anschließenden 
Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus-Analysen kreiert und optimiert. In der Folge wurden 
die k-ras-Mutationen in den verschiedenen Codons nach einer Agarose-Gelelektrophorese unter der 
UV-Kamera detektiert. Es wurden vergleichende Untersuchungen mit Materialien tumorfreien 
Gewebes durchgeführt. Ebenso wurden, um die Eignung des zytologischen Materiales zur k-ras-
Mutationsdiagnostik nachzuweisen, Mutationsanalysen in histologischem Material durchgeführt 
und dieses mit den zytologischen Proben derselben Patienten verglichen. Weiterhin wurden 
bestimmte Korrelationen des k-ras-Mutationsstatus der Patienten mit individuellen und klinischen 
Parametern analysiert und mit aus der Literatur bekannten Aussagen verglichen.
Es ist bekannt, dass k-ras-Mutationen im Tumor bei Patienten mit fortgeschrittenen 
nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen negative Prädiktoren für einen möglichen Erfolg einer 
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor-Therapie darstellen und die Prognose der Erkrankung 
verschlechtern. Neuartige Therapiekonzepte scheinen aber auch eine Möglichkeit zu bieten, 
Patienten mit nachgewiesener k-ras-Mutation eine Therapiealternative ermöglichen zu können. Die 
vorliegende Arbeit liefert einen wichtigen Beitrag um eine einfache Methode zur Analyse von k-ras-
Mutationen bei Patienten mit nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen zu finden und damit eine 
Entscheidung über etwaige weitere Therapieoptionen zu erleichtern.
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1. Einleitung
Die Chemotherapie maligner Tumoren der Lunge stand in den letzten Jahren im Blickfeld der 
klinischen und experimentellen Forschung. Die Einführung neuer auf molekularer Ebene wirksamer 
tumorspezifischer Medikamente bildete die Grundlage der sogenannten targeted therapy. Dies 
führte dazu, dass in fortgeschrittenen Stadien der Tumorerkrankung eine zunehmende 
Individualisierung der Therapie möglich wurde (Vgl. Hammerschmidt und Wirtz, 2009). Die 
Zulassungen des monoklonalen Antikörpers Bevacizumab (Avastin®) und der 
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) Erlotinib (Tarceva®) 
und Gefitinib (Iressa®) ermöglichten eine Ergänzung der klassischen Platinderivat-basierten 
Chemotherapie und eine Verbesserung der Behandlungsoptionen. 
Die mögliche Beeinflussung eines Therapieerfolges mit den oben genannten Arzneimitteln durch 
das Vorhandensein bestimmter genetischer Veränderungen stand in den letzten Jahren im Zentrum 
vieler Untersuchungen (Vgl. Scott et al., 2008 und Mao et al., 2009). Dabei wurden verschiedene 
Mutationen analysiert, so z.B. die Rezeptoren des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR), die 
Onkogene c-myc und Met und das GTP-bindende Protein k-ras, dessen Mutationsanalyse auch die 
Grundlage dieser Arbeit bildet. 
Die Frage, inwieweit bestimmte Mutationen das Ansprechen auf die antiangionetischen oder 
tyrosinkinaseinhibierenden Therapeutika positiv oder negativ beeinflussen könnte, ist weiterhin 
unklar (Vgl. Bonomi, 2010). In der vorliegenden Arbeit wurden zytologische Proben von 
Lungenkarzinom-Patienten auf das Vorhandensein von k-ras-Mutationen untersucht und mit 
histologischen Proben derselben Patienten verglichen, um eine Methode zu finden, die eine einfache 
und sichere Bestimmung des k-ras-Status eines NSCLC-Patienten ermöglicht.
1.1 Lungenkarzinome
1.1.1 Einteilung
Die Einteilung maligner Lungenerkrankungen kann anhand verschiedener Kriterien vorgenommen 
werden. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) empfahl eine Einteilung der Lungentumore 
basierend auf histologischen Kriterien. Die Grundlage für die histopathologische Diagnostik bildet 
die WHO-Klassifikation von 1999, die 2004 von der IARC (International Agency for Research on 
Cancer) in Lyon ergänzt wurde (Vgl. Travis et al., 2004). Dabei wurden die Lungentumore in 
epitheliale, mesenchymale, mesotheliale Tumoren, tumorähnliche Läsionen, unklassifizierbare 
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Tumore und Metastasen sowie maligne Lymphome eingeteilt. Die Karzinome als epitheliale 
Lungentumoren sind die mit Abstand am häufigsten vorkommenden malignen Erkrankungen der 
Lunge. Es wurden vier große histologische Hauptgruppen klassifiziert: Plattenepithelkarzinome, 
Adenokarzinome, großzellige und kleinzellige Karzinome. Daneben existieren als kleinere 
Untergruppen noch adenosquamöse und sarkomatoide Karzinome sowie Karzinoid- und 
Speicheldrüsentumoren.
Hinsichtlich Therapie und Prognose ist die Unterscheidung in kleinzellige (small cell lung cancer, 
SCLC) und nichtkleinzellige (non-small cell lung cancer, NSCLC) Karzinome von entscheidender 
Bedeutung (Vgl. Junker, 2006). Kleinzellige Tumore machen etwa 20 Prozent der auftretenden 
Lungentumore aus, die restlichen 80 Prozent sind nichtkleinzellige Tumore, welche die 
histologischen Subtypen Plattenepithel-, Adeno- und großzelliges Karzinom und deren 
Untergruppen subsummieren. 
1.1.1.1 Kleinzellige Lungenkarzinome
Kleinzellige Lungenkarzinome gehen meist von den zentralen oder intermediären Atemwegen aus. 
Nur etwa 5 Prozent dieser Tumore sind periphere Rundherde. Histopathologisch betrachtet ist ein 
kleinzelliger Lungentumor ein maligner epithelialer Tumor, der aus kleinen Zellen mit wenig 
Zytoplasma besteht und unscharfe Zellgrenzen, feingranuläres Chromatin und fehlende oder 
unauffällige Nukleolen aufweist. Die Zellen sind typischerweise rund oder spindelförmig bis oval 
und haben typischerweise zahlreiche Nekrosen (Vgl. Junker, 2006). Im Gegensatz zu früheren 
Definitionen führt die aktuelle WHO-Klassifikation der Lungentumoren aus dem Jahre 2004 das 
kleinzellige Karzinom als Tumorentität auf, für deren Diagnose der immunhistologische Nachweis 
einer neuroendokrinen Differenzierung nicht zwingend erforderlich ist (Vgl. Travis et al., 2004).
Zum Diagnosezeitpunkt sind kleinzellige Tumore in der Regel schon weit fortgeschritten. Sowohl 
lymphogene als auch hämatogene Metastasen treten aufgrund einer frühzeitigen Stromadestruktion 
und Intravasation sehr schnell auf (Vgl. Müller und Wiethege, 2004). 
1.1.1.2 Plattenepithelkarzinome
Das Plattenepithelkarzinom ist nach wie vor mit 30 bis 40 Prozent der Fälle der am häufigsten 
vorkommende Lungentumor. Allerdings geht seine Häufigkeit aufgrund der zunehmenden Anzahl 
der Adenokarzinome in Europa zurück (Vgl. Janssen-Heijnen und Coebergh, 2003).
Das Plattenepithelkarzinom der Lunge ist definiert als maligner epithelialer Tumor des 
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Bronchialepithels mit Verhornungszeichen oder dem Nachweis von Interzellularbrücken.
Plattenepithelkarzinome können von großen zentralen Bronchien, wie auch von den kleinen 
peripheren Atemwegen ausgehen. Besonders zentrale Tumoren können auch eine Bronchiektase 
oder eine Atelektase sowie eine Retentionspneumonie hervorrufen (Vgl. Junker, 2006).
Plattenepithelkarzinome kommen in den Varianten papillär, klarzellig, kleinzellig oder basaloid vor 
(Vgl. Travis et al., 2004).
1.1.1.3 Adenokarzinome
Adenokarzinome sind bevorzugt in der Lungenperipherie angeordnet. Dieser Tumortyp zeigt 
europa- und weltweit eine steigende Inzidenz (Vgl. Müller und Wiethege, 2004 und Janssen-
Heijnen und Coebergh, 2003). 
Im Gegensatz vor allem zu Plattenepithelkarzinomen entstehen Adenokarzinome gehäuft auch bei 
Nichtrauchern.
Adenokarzinome sind besonders vorherrschend bei Frauen aus dem ostasiatischen Kulturkreis, so 
machen sie 72 Prozent der Lungenkarzinome in Japan, 65 Prozent in Korea und 61 Prozent bei 
Singapurchinesinnen aus (Vgl. Travis et al., 2004). 
Makroskopisch imponieren Adenokarzinome meistens als periphere Lungenherde mit Einziehung 
der darüber gelegenen Pleura (Vgl. Junker, 2006). Durch Regressionsphänomene im Bereich der 
Blutgefäße der zentralen Tumorstromaanteile und bei starker gefäßinvasiver Tendenz der 
Tumorzellen sind zentrale Nekrosen und Vernarbungen bei Adenokarzinomen ein häufiger Befund 
(Vgl. Müller und Wiethege, 2004).
Adenokarzinome kommen mit gemischten Subtypen als azinäre, papilläre, oder bronchioloalveoläre 
Tumoren vor. Der bronchoalveoläre Typ wird dabei in nicht-muzinös, muzinös und gemischt-
muzinös eingeteilt. Daneben gibt es solide Adenokarzinome mit Schleimbildung, die in den
Varianten fetales Adenokarzinom, muzinöses Karzinom, muzinöses Zystadenokarzinom, 
Siegelringzellkarzinom und klarzelliges Karzinom vorkommen (Vgl. Travis et al., 2004).
1.1.1.4 Großzellige Karzinome
Das großzellige Karzinom der Lunge ist definitionsgemäß ein undifferenzierter nichtkleinzelliger 
Tumor, bei dem die Eigenschaften eines kleinzelligen Karzinoms oder eine plattenepitheliale bzw. 
glanduläre Differenzierung nicht nachweisbar sind. Es handelt sich also im Wesentlichen um eine 
Ausschlussdiagnose.
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Das neuroendokrine großzellige Karzinom als eigener Subtyp kann nur diagnostiziert werden, wenn 
ein immunhistochemischer oder elektronenmikroskopischer Nachweis eines neuroendokrinen 
Markers wie CD 56, Synaptophysin oder Chromogranin erfolgte (Vgl. Junker, 2006).
Der Begriff entdifferenzierte oder undifferenzierte Tumore wird angelehnt an der alten WHO-
Klassifikation (Brambilla et al., 2001) auch für die großzelligen Lungentumore ohne 
neuroendokrine Differenzierung verwandt. Alle großzelligen neuroendokrinen und großzelligen 
undifferenzierten NSCLC werden in der vorliegenden Arbeit vereinfachend als eine histologische 
Tumorsubgruppe behandelt.
Nach der aktuell gültigen WHO-Klassifikation kommen großzellige Lungenkarzinome in den 
Varianten großzelliges neuroendokrines Karzinom, kombiniertes großzelliges neuroendokrines 
Karzinom, basaloides Karzinom, lymphoepitheliom-ähnliches Karzinom, klarzelliges Karzinom 
und großzelliges Karzinom mit rhabdoidem Phänotyp vor (Vgl. Travis et al., 2004). 
1.1.1.5 Adenosquamöse Karzinome, Karzinoide und mukoepidermoide Karzinome
Mit einer Inzidenz von 0,4 bis 4 Prozent vorkommende adenosquamöse Karzinome besitzen sowohl 
Eigenschaften eines Plattenepithel- als auch eines Adenokarzinoms. Es gilt dabei als diagnostisches 
Kriterium für die Klassifizierung eines NSCLC als adenosquamöses Karzinom, dass mindestens 
zehn Prozent dieser beiden Differenzierungstypen im Tumor vorliegen (Vgl. Travis et al., 2004).
Differentialdiagnostisch müssen glanduläre bzw. azinäre Strukturen innerhalb eines 
Plattenepithelkarzinoms in Betracht gezogen werden. Adenosquamöse Karzinome kommen meist in 
der Lungenperipherie vor und besitzen oftmals eine zentrale Narbe.
Neben den kleinzelligen und großzelligen Tumoren, existieren auch die Karzinoide als Tumoren mit 
neuroendokriner Morphologie. Man unterscheidet weiterhin in atypische und typische Karzinoide. 
Typische Karzinoide haben eine Größe von mindestens fünf Millimetern und weisen weniger als 
zwei Mitosen in zehn Hauptgesichtsfeldern im mikroskopischen Präparat auf. Von einem atypischen 
Karzinoid wird beim Vorhandensein von zwei bis zehn Mitosen in zehn mikroskopisch analysierten 
Hauptgesichtsfeldern oder nachweisbaren Nekrosen im neuroendokrinen Tumor gesprochen (Vgl. 
Junker, 2006).
Ein maligner nichtkleinzelliger Lungentumor, der durch plattenepitheliale, muzinsezernierende und 
intermediäre Zellen gekennzeichnet ist, wird als mukoepidermoides Karzinom bezeichnet und 
entspricht histologisch gesehen dem Speicheldrüsentumor mit demselben Namen.
Er kommt auch bei pädiatrischen Patienten vor und scheint weder mit dem Tabakrauchen noch mit 
anderen Risikofaktoren assoziiert zu sein (Vgl. Travis et al., 2004).
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1.1.2 Epidemiologie 
Lungenkarzinome sind noch immer die am häufigsten zum Tode führenden Malignome in Europa 
(Ferlay et al., 2010). 
Daten des Robert Koch-Instituts zur Neuerkrankungszahl von Patienten mit Lungenkarzinom 
schätzen, dass jährlich in Deutschland 32.000 Männer und etwa 13.000 Frauen erkranken. 
Lungenkarzinome machen damit 15 Prozent der Krebsneuerkrankungen bei Männern und etwa 6 
Prozent bei Frauen aus. In Deutschland rangieren Lungenkarzinome als zweithäufigste maligne 
Erkrankung hinter dem Prostatakarzinom beim Mann und sind bei Frauen am dritthäufigsten nach 
Mamma- und kolorektalen Karzinomen (Vgl. Deppermann, 2011).
In den letzten Jahren ist eine Zunahme der Erkrankungen insbesondere bei Frauen auszumachen, 
während die Erkrankungshäufigkeit bei Männern leicht rückläufig ist. Eine Erklärung dafür ist der 
Anstieg der Raucherinnen insbesondere in den 1970er, 1980er und 1990er Jahren, während der 
Anteil der männlichen Raucher etwas abnahm. Inzidenz und Sterblichkeit des Lungenkarzinoms 
sind generell ein signifikanter Marker für den Zigarettenkonsum einer bestimmten Population 
(Alberg et al., 2007). Für das Jahr 2000 wurden die auf Lungenkarzinome zurückzuführenden 
Todesfälle weltweit auf etwa eine Million geschätzt, von denen ca. 200.000 auf kleinzellige 
Karzinome entfielen (Crivellari et al., 2007). Basierend auf weltweiten Inzidenzraten aus dem Jahre 
2000 können 85 Prozent der malignen Lungentumore bei Männern und 47 Prozent der 
Lungenkarzinomfälle bei Frauen als Folge des Tabakrauchens eingestuft werden (Vgl. Parkin et al., 
2002 und Travis et al., 2004).
1.1.3 Pathogenese
Die Pathogenese von Lungentumoren wird hauptsächlich auf die Exposition mit exogenen Noxen 
zurückgeführt. Herausragende Bedeutung dabei hat der Zigarettenkonsum, er korreliert positiv mit 
der Anzahl der Neuerkrankungen. Etwa 90 Prozent aller Lungentumore sind dem Nikotinabusus
zuzuschreiben (Alberg et al., 2007). Eine Einstellung des Rauchens kann das Lungenkarzinomrisiko 
beträchtlich senken und eine Beendigung des Rauchens in einem niedrigen Tumorstadium hat 
positive prognostische Effekte auf den weiteren Krankheitsverlauf (Parsons et al., 2010).
Weitere exogene Noxen, die bei lang andauernder Exposition das Risiko für die Entwicklung eines 
Lungenkarzinoms erhöhen, sind polyzyklische Kohlenwasserstoffe, welche sich auch in Zigaretten 
befinden. Daneben gelten Asbest, Arsen, Chromate, Nickel, und auch gasförmige Substanzen wie 
Radon als mögliche Auslöser der Erkrankung.
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Die Karzinogenese von malignen Lungentumoren dauert vermutlich Jahre bis Jahrzehnte (Vgl. 
Hammerschmidt und Wirtz, 2009). Unter bestimmten Bedingungen können sich Vorstufen, 
sogenannte Präkanzerosen, bilden. Insbesondere beim Plattenepithelkarzinom lassen sich einzelne 
Stufen der Karzinogenese abgrenzen, die von der Dysplasie bis zum Carcinoma in situ reichen.
1.1.4 Stadieneinteilung und Therapie
1.1.4.1 Stadieneinteilung und Therapie der nichtkleinzelligen Tumore
Die Behandlung der nichtkleinzelligen Lungenkarzinome richtet sich nach dem TNM-Status und 
dem sich daraus ergebenden Stadium der Erkrankung. Die Stadieneinteilung für Lungenkarzinome 
erfolgt anhand der seit dem 01. Januar 2010 gültigen TNM-Klassifikation (Vgl. Sobin, 
Gospodarowicz und Wittekind, 2009). Diese ist in Tab. 1 dargestellt. 
Tab. 1: TNM-Einteilung des Lungenkarzinoms, Stand: 01. Januar 2010. (Vgl. Sobin, 
Gospodarowicz, Wittekind, 2009)
T-Deskriptor
T1 Tumor kleiner oder gleich 3 cm groß, umgeben von Lungengewebe oder 
viszeraler Pleura
Hauptbronchus bronchoskopisch frei
T1a Tumor kleiner oder gleich 2 cm groß
T1b Tumor größer 2 cm und kleiner oder gleich 3 cm groß
T2 Tumor größer 3 cm und kleiner oder gleich 7 cm mit
Befall eines Hauptbronchus größer oder gleich 2 cm distal der-
Hauptcarina oder
Infiltration der viszeralen Pleura oder
Atelektase oder obstruktive Entzündung bis zum Hilus, aber nicht der 
ganzen Lunge
T2a Tumor größer 3 cm, aber kleiner oder gleich 5 cm
T2b Tumor größer 5 cm, aber kleiner oder gleich 7 cm
T3 Tumor größer als 7 cm oder Tumor mit direkter Infiltration einer der
folgenden Strukturen:
– Brustwand (inklusive Sulcus superior-Tumoren)
– Zwerchfell
– N. phrenicus
– mediastinale Pleura
– parietales Perikard oder 
– Tumor im Hauptbronchus weniger als 2 cm distal der Hauptcarina ohne
– Beteiligung der Hauptcarina oder Assoziation mit einer Atelektase oder
– obstruktiven Pneumonie der gesamten Lunge oder
– separate Tumorknoten im gleichen Lappen
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Fortsetzung Tab. 1: TNM-Einteilung des Lungenkarzinoms, Stand: 01. Januar 2010. (Vgl. Sobin, 
Gospodarowicz, Wittekind, 2009)
T4 Tumor jeglicher Größe, der eine der folgenden Strukturen infiltriert:
– Mediastinum
– Herz
– große Gefäße
– Trachea
– N. laryngeus recurrens
– Ösophagus
– Wirbelkörper
– Hauptcarina oder
– separater Tumorknoten in einem anderen ipsilateralen Lappen
N-Deskriptor
N0 keine regionären Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in den ipsilateralen perbronchialen und/oder ipsilateralen hilären 
Lymphknoten und intraplumonalen Lymphknoten inklusive eines Befalls 
durch direkte Ausbreitung des Primums
N2 Metastasen in den ipsilateralen mediastinalen und/oder subcarinalen 
Lymphknoten
N3 Metastase(n) in den kontralateralen mediastinalen, kontralateralen hilären, 
ipsilateralen oder kontralateralen Skalenus- oder supraklavikulären 
Lymphknoten
M-Deskriptor
M0 keine Metastasen (außer Lymphknoten)
M1a Tumor mit malignem Pleura- oder Perikarderguss oder
Tumorherde in der kontralateralen Lunge
M1b Fernmetastasen
Die neue Klassifikation enthält ein paar Änderungen im Vergleich zur alten des Jahres 2002 (Vgl. 
Sobin und Wittekind, 2002). Die Unterteilung von T1 in T1a und T1b und T2 in T2a und T2b 
anhand der Tumorgröße gab es in der alten Klassifikation nicht. Separate Tumoren in einem 
anderen ipsilateralen Lungenlappen wurden in der alten Klassifikation als M1 eingeordnet und 
werden neuerdings, wie in Tab. 1 ersichtlich, als T4 klassifiziert. Die Unterscheidung des 
Metastasenstatus‘ in M1a und M1b existierte ebenfalls nicht in der alten Klassifikation, wo 
lediglich die Bezeichnung M1 für jegliche vorkommende Fernmetastasen inklusive etwaiger 
vorkommender Tumore in anderen Lungenlappen verwendet wurde (Vgl. Sobin und Wittekind, 
2002). 
Die revidierte Stadieneinteilung des Lungenkarzinoms, die seit Beginn des Jahres 2010 angewandt 
wird, ist in der Tab. 2 abgebildet. 
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Tab. 2: Stadieneinteilung des Lungenkarzinoms (Vgl. Goldstraw et al., 2007)
Stadium / TNM T N M
Stadium IA T1a, T1b N0 M0
Stadium IB T2a N0 M0
Stadium IIA T1a, T1b
T2a
T2b
N1
N1
N0
M0
M0
M0
Stadium IIB T2b
T3
N1
N0
M0
M0
Stadium IIIA T1a, T1b T2a, T2b
T3
T4
N2
N1, N2
N0, N1
M0
M0
M0
Stadium IIIB T4
Jedes T
N2
N3
M0
M0
Stadium IV Jedes T Jedes N M1a, M1b
Grundsätzlich ist die Therapie des Lungenkarzinoms multimodal, Strahlentherapie und 
Chemotherapie können sowohl einzeln als auch kombiniert als Radiochemotherapie appliziert 
werden (Vgl. Robinson et al. 2007). Ebenso steht die chirurgische Resektion des Tumors als 
mögliche Therapieoption für frühe Stadien der Erkrankung zur Verfügung, sie wird dann meistens 
kombiniert mit der Gabe von Chemotherapeutika und eventuell einer Radiatio. Erfolgen 
Bestrahlung und Chemotherapie vor der Operation, spricht man von neoadjuvanter Behandlung, 
wird sie nach der Operation durchgeführt, spricht man von adjuvanter Radiochemotherapie.
Für die Behandlung eines nichtkleinzelligen Lungenkarzinoms im Stadium I oder II, wird generell 
die chirurgische Resektion des Tumors als Therapie der Wahl angesehen. Dies gilt natürlich nur 
insoweit die Patienten keine Kontraindikationen für eine Operation aufweisen. Eine adjuvante 
platinbasierte Chemotherapie nach chirurgischer Tumorresektion wird nur für das Stadium II, nicht 
aber für das Stadium I empfohlen. Eine Radiatio ist nicht indiziert, wird allerdings bei Inoperabilität 
mit Evidenzgrad B empfohlen (Vgl. Scott et al., 2007).
Auch Tumoren im Stadium IIIA sollten primär chirurgisch entfernt werden. Danach ist eine 
adjuvante Chemotherapie indiziert. Für einen etwaigen N2-Status des Patienten sollte eine Radiatio 
in Form einer kombinierten adjuvanten Radiochemotherapie in einer interdisziplinären 
Tumorkonferenz erwogen werden (Vgl. Robinson et al. 2007).
Bei Tumoren im Stadium IIIB ist das therapeutische Vorgehen normalerweise nicht operativ. Die 
bevorzugte Therapie für dieses Stadium ist die kombinierte Radiochemotherapie oder für Patienten, 
die dieses Vorgehen nicht vertragen auch die sequentielle Abfolge von Chemotherapie und 
Bestrahlung (Vgl. Jett et al., 2007).
Patienten, deren Erkrankung erst im Stadium IV festgestellt werden konnte, können nur eine 
palliative Chemotherapie erhalten (Vgl. Socinski et al., 2007). Eine signifikante Verbesserung des 
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medianen Überlebens erbrachte die platinbasierte Chemotherapie im Vergleich zur rein supportiven 
Therapie (Vgl. Socinski et al., 2003). Eine palliative Kombinationschemotherapie mit 
Platinderivaten wird damit für Patienten im Stadium IV generell mit dem Evidenzgrad A 
empfohlen, eine weitere Verbesserung der Überlebenszeit kann durch die Ergänzung der Therapie 
mit dem moderneren Chemotherapeutikum Gemcitabin bewirkt werden (Vgl. Langer et al. 2005). 
Auch Cisplatin-Kombinationstherapien mit den Taxanen Docetaxel oder Paclitaxel, sowie dem 
Vincaalkaloid Vinorelbin zeigten in einigen Studien eine verbesserte Überlebenszeit (Vgl. Bonomi, 
2004).
In den letzten Jahren zeigte sich, wie bereits erwähnt, der Trend einer Individualisierung der 
Therapie bei Patienten mit Tumoren in den nichtoperablen fortgeschrittenen Tumorstadien. Die 
Zulassung des monoklonalen VEGF-Antikörpers Bevacizumab als First line-Therapie für 
nichtplattenepitheliale nichtkleinzellige Tumoren im Stadium IIIB oder IV erhöhte das 
Gesamtüberleben ebenso wie die Einführung des Folsäureantagonisten Pemetrexed auf über 12 
Monate (Vgl. Sandler et al., 2006 und Scagliotti et al., 2008). 
Der Rezeptortyrosinkinaseinhibitor Erlotinib, appliziert als orale Erhaltungstherapie, konnte eine 
Verlängerung des progressionsfreien Überlebens in der SATURN-Studie erstmals eindeutig 
nachweisen (Cappuzzo et al., 2010).
Eine Kombinationstherapie von Erlotinib und Bevacizumab konnte in einer Phase II-Studie eine 
verbesserte Ein-Jahres-Überlebensrate zeigen (Vgl. Herbst et al., 2007).
Auch der gegen den EGF-Rezeptor gerichtete monoklonale Antikörper Cetuximab hat im Rahmen 
der FLEX-Studie bewiesen, dass er kombiniert zur klassischen Chemotherapie eine Verbesserung 
der Gesamtüberlebensrate bewirkt (Vgl. Pirker et al., 2009). Eine weitere Phase III-Studie konnte 
allerdings keine Verbesserung des progressionsfreien Überlebens anhand radiologischer Kriterien 
feststellen. Sie erbrachte allerdings einen wenn auch statistisch nicht signifikanten Vorteil im 
Gesamtüberleben einer Cetuximab-Kombinationstherapie mit einem Taxan und Carboplatin 
verglichen mit der Chemotherapie allein (Vgl. Lynch et al., 2010).
Der neben Erlotinib zweite für das nichtkleinzellige Lungenkarzinom zugelassene 
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor Gefitinib konnte mehrfach seine Wirksamkeit nachweisen. Die 
INTEREST-Studie konnte feststellen, dass Gefitinib genauso wirksam wie Docetaxel in der 
Zweitlinientherapie des nichtkleinzelligen Lungenkarzinoms ist (Vgl. Kim et al., 2008). Eine 
ostasiatische Studie konnte einen signifikanten Vorteil von Gefitinib im Vergleich zur Carboplatin-
Paclitaxel-Chemotherapie bei Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge zeigen (Vgl. Mok et 
al., 2009). Für Patienten, die eine EGF-Rezeptor-Mutation tragen, konnte gar gezeigt werden, dass 
eine Erstlinienchemotherapie mit Gefitinib im Vergleich zur Carboplatin-Paclitaxel-
1. Einleitung
10
Standardchemotherapie eine deutliche Verbesserung des progressionsfreien Überlebens erbrachte 
(Vgl. Maemondo et al., 2010). 
1.1.4.2 Stadieneinteilung und Therapie der kleinzelligen Tumore
Die Stadieneinteilung kann nach der für maligne Erkrankungen üblichen TNM-Klassifikation 
erfolgen (Vgl. Fisseler-Eckhof, 2009), eine Unterteilung in limited disease (LD) und extensive 
disease (ED) ist aber ebenfalls gebräuchlich. Dabei beschreibt LD eine Begrenzung der Erkrankung 
auf einen Hemithorax, währende ED eine Ausbreitung des Tumors über eine Thoraxseite hinaus 
klassifiziert (Vgl. Simon et al., 2007).
Kleinzellige Lungenkarzinome sind sehr strahlen- und chemotherapiesensibel, entziehen sich aber 
in der Regel komplett einer möglichen chirurgischen Therapie. Eine kombinierte 
Radiochemotherapie wird als die adäquate Behandlungsmethode für alle Stadien angesehen (Vgl. 
Jeremic et al. 2010 und Stinchcombe et al., 2010). 
Im Stadium der Extensive disease werden betroffene Patienten mit einer hohen Ansprechrate von 60 
bis 70 Prozent mit einer Chemotherapie behandelt. Eine prophylaktische kraniale Bestrahlung 
verbessert die Überlebenszeit bei Patienten, die nach einer Chemotherapie eine komplette 
Remission hatten (Vgl. Samson et al., 2007).
1.1.5 Prognose
Die Überlebensrate und Langzeitprognose von Lungentumoren ist weiterhin sehr schlecht. So 
beträgt die relative Fünfjahresüberlebensrate für neudiagnostizierte Lungenkarzinome nur etwa 16 
Prozent (Vgl. Alberg et al., 2007). Der Verlauf der Erkrankung ist von mehreren prognostischen 
Faktoren abhängig, darunter zählen der histologische Subtyp, das Tumorstadium, der 
Allgemeinzustand des Patienten, die Lymphozytenzahl als Marker der individuellen 
immunologischen Reaktion und natürlich auch das Alter des Patienten. Auch das Geschlecht spielt 
eine Rolle für die Prognose des Erkrankungsverlaufs. So haben Frauen eine statistisch signifikant 
höhere 5-Jahresüberlebensrate als Männer (Vgl. Minami et al., 2000).
1.1.5.1 Prognose der kleinzelligen Lungenkarzinome
Statistisch betrachtet haben Patienten mit kleinzelligen Lungentumoren unbehandelt eine 
durchschnittliche Überlebenszeit von weniger als drei Monaten und die Letalität der Erkrankung 
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innerhalb des ersten Jahres nach Diagnosestellung beträgt 100 Prozent. Die 
Fünfjahresüberlebensrate kleinzelliger Lungenkarzinome liegt bei Ausschöpfung aller zur 
Verfügung stehenden Therapieoptionen weiterhin bei unter 5 Prozent (Vgl. Junker, 2009).
Patienten im Stadium der limited disease haben eine mediane Überlebenszeit zwischen 16 und 22 
Monaten (Vgl. Simon et al., 2007). 
1.1.5.2 Prognose der nichtkleinzelligen Lungenkarzinome
Eine Übersicht über die 5-Jahresüberlebensraten und die medianen Überlebenszeiten in den 
unterschiedlichen Krankheitsstadien beim nichtkleinzelligen Lungenkarzinom liefert die Tab. 3. Zu 
beachten ist, dass die Stadieneinteilung anhand klinischer also präoperativ erhobener 
Staginguntersuchungen erfolgte. Bei der Einteilung nach pathologischen Tumorstadien, die 
postoperativ am Tumorresektat erhoben worden, sind die 5-Jahresüberlebensraten und die medianen 
Überlebenszeiten etwas länger (Vgl. Goldstraw et al., 2007).
Tab. 3: Prognose der nichtkleinzelligen Lungenkarzinome in den verschiedenen klinischen 
Tumorstadien (Vgl. Goldstraw et al., 2007)
Klinisches Tumorstadium 5-Jahresüberleben medianes Überleben
IA 50 % 60 Monate
IB 40 % 37 Monate
IIA 24 % 38 Monate
IIB 25 % 18 Monate
IIIA 18 % 14 Monate
IIIB 8 % 10 Monate
IV 2 % 6 Monate
Trotz der weiterhin schlechten Gesamtprognose beim NSCLC gab es Fortschritte in der 
medikamentösen Behandlung der Patienten. So konnten eine Reihe neuer Substanzen in die 
Therapie eingeführt werden, deren Bedeutung Gegenstand zahlreicher Studien war. Beispielhaft 
dafür steht der EGF-Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib, der ein verbessertes Outcome bei 
Patienten mit Adenokarzinomen sowie einer nachgewiesenen EGFR-Mutation zeigte (Tsao et al., 
2005). Erlotinib konnte ebenfalls eine Überlebenszeitverbesserung für Patienten nach First line-
und Second line-Chemotherapie nachweisen (Vgl. Shepherd et al., 2005).
Eine weitere Möglichkeit der prognoseverbessernden Behandlung wurde durch die Einführung der 
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targeted therapy mit dem monoklonalen Antikörper gegen den vaskulären endothelialen 
Wachstumsfaktor (VEGF) Bevacizumab geschaffen. So konnte die AVAiL-Studie eine Verbesserung 
des progressionsfreien Überlebens bei einer Bevacizumab-Kombinationstherapie mit Cisplatin und 
Gemcitabine im Vergleich zur alleinigen Cisplatin/Gemcitabine-Therapie zeigen. (Vgl. Reck et al., 
2010).
1.2 Genetische Veränderungen bei Lungenkarzinomen
Maligne Tumoren entstehen oft in einem mehrstufigen Prozess und über einen langen Zeitraum. 
Dieser Prozess wird durch die zunehmende Entstehung von Mutationen und epigenetischen 
Veränderungen erklärt. Dabei kommt es zur verstärkten Expression verschiedener Gene, die 
unterschiedliche Funktionen vor allem beim Zellwachstum haben (Vgl. Weinstein und Joe, 2008). 
Beispielhafte genetische Veränderungen bei Lungenkarzinomen sind Mutationen im k-ras- sowie im 
EGFR-Gen, auf deren Bedeutung im Folgenden näher eingegangen wird.
1.2.1 Der EGF-Rezeptor und seine genetischen Veränderungen
Die Signalweiterleitung von Wachstumsfaktoren an Ziele innerhalb des Zellkerns oder der Zelle 
geschieht über Wachstumsfaktor-spezifische Rezeptoren. Zu diesen Rezeptoren gehört der EGF-
Rezeptor. Dieser Rezeptor ist ein monomeres Protein, das an der Oberfläche von epithelialen Zellen 
exprimiert wird und eine Tyrosinkinaseaktivität aufweist. Er spielt eine wichtige bei der Regulation 
der Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellmotilität und bei der Apoptose (Vgl. Sridhar et al., 
2003).
Die Sequenz des EGFR-Gens ist hochkonserviert auf Chromosom 7 an Position 7p11.2 lokalisiert 
(Vgl. Davies et al., 1980 und Reiter et al., 2001). Insgesamt besteht das EGFR-Gen aus 28 Exons 
und trägt die Erbinformation für den EGF-Rezeptor, ein 170 kDa großes Glykoprotein, welches aus 
drei Domänen besteht - eine extrazelluläre, eine Transmembran- und eine interzelluläre Domäne. 
Letztere besteht aus einer C-terminalen regulatorischen Domäne sowie der Rezeptortyrosinkinase 
und wird durch die Exons 18 bis 28 codiert (Vgl. Salomon, 2004). Die häufigsten Mutationen der 
intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne betreffen die Exons 19 und 21 (Vgl. Kosaka et al., 2004).
Mögliche Mutationen, die eine anomale Aktivierung oder eine Überexpression des EGF-Rezeptors 
bewirken können, tragen zu dem Fortschreiten vieler maligner Tumore bei. Dieses 
molekularbiologische Phänomen wurde sowohl bei Lungenkarzinomen, als auch bei 
Mammakarzinomen, Kopf-Hals-Tumoren, kolorektalen Karzinomen und vielen weiteren 
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epithelialen Krebsarten gefunden (Vgl. Salomon et al., 1995). Der EGF-Rezeptor gehört zu der 
sogenannten erbB Familie der Zelloberflächenrezeptoren, welche aus dem EGF-Rezeptor (ebenfalls 
als erbB1 oder HER1 bekannt), erbB2 (Synonym: HER2), erbB3 (HER3) und erbB4 (HER4) 
besteht (Vgl. Mendelsohn et al., 2003). Die Aktivierung des EGF-Rezeptors erfolgt zunächst durch 
Bindung eines Liganden an die extrazelluläre Rezeptordomäne, die dadurch ihre Konformation 
ändert. Es kommt zu einer Dimerisierung des Rezeptors mit einem weiteren EGF-Rezeptor. Diese
Dimerisierung bewirkt eine Strukturveränderung der intrazellulären Domäne des Rezeptors, welche
Tyrosinkinaseaktivität besitzt. Es erfolgt eine Übertragung von Phosphatresten vom 
Adenosintriphosphat (ATP) auf die Tyrosinreste im intrazellulären Bereich des EGF-Rezeptors 
(Vgl. Heldin, 1995 und Weiss und Schlessinger, 1998).
Die phosphorylierten Tyrosine dienen im Anschluss als Andockstelle für Proteine nachgeschalteter 
Signalkaskaden. Die durch den EGF-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion betrifft verschiedene 
Signalwege, z.B. den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Weg (Vgl. Reck et al., 2005). Von 
besonderer Bedeutung für die vorliegende Arbeit ist allerdings die Signalübertragung des EGF-
Rezeptors über den Ras-Raf-MAP-Kinase (MAPK) Weg.
1.2.2 Veränderungen des k-ras-Genes
K-ras ist ein G-Protein mit einem Molekulargewicht von 21 kDa, das durch das k-ras-Gen auf 
Chromosom 12 im menschlichen Genom codiert ist (Vgl. McGrath et al., 1983 und Popescu et al., 
1985). Es wurde bereits 1967 von Werner Kirsten entdeckt, woher es auch seinen Namen hat. 
Damals wurde seine Funktion als mögliches Onkogen für die Auslösung eines Sarkoms bei Ratten 
beschrieben, daher der exakte Name kirsten rat sarkoma (Vgl. Kirsten und Mayer, 1967). 
Schon im Jahre 1982 konnte nachgewiesen werden, dass das k-ras-Gen im menschlichen 
Organismus ein Protoonkogen ist, das durch genetische Mutationen eine Rolle bei der Entstehung 
von Lungenkarzinomen spielt (Vgl. Der et al., 1982). Auch bei anderen Tumoren konnte eine 
erhöhte Mutationsrate des k-ras-Genes nachgewiesen werden, wobei die höchsten 
Mutationsinzidenzen mit 90% bei Adenokarzinomen des Pankreas und mit 50% bei Kolorektalen 
Karzinomen gefunden worden (Vgl. Bos, 1989). 
Das Protein K-ras zählt zur Ras-Familie, einer Gruppe von G-Proteinen, zu denen auch N-ras 
(neuroblastoma rat sarcoma) und H-ras (Harvey rat sarcoma) gehören. Dabei handelt es sich um 
Proteine mit einer intrinsischen GTPase-Aktiviät, die eine Rolle in der Aktivierung intrazellulärer 
Signalkaskaden nach der Stimulation durch bestimmte Rezeptoren spielen (Vgl. Malumbres und 
Barbacid, 2003). Die Aktivierung des k-ras-Proteins induziert eine Kaskade Mitogen-aktivierter 
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Proteinkinasen (MAPK), stimuliert Transkripitionsfaktoren und steuert zelluläre Antworten auf 
Wachstumssignale. Die Aktivierung von k-ras durch GTP-Bindung wird in gesunden Zellen durch 
ein Wechselspiel von Rezeptor-Tyrosinkinasen mit intrazellulären Proteinen kontrolliert (Vgl. 
McCormick, 1993).
An dieser Stelle wird auch ersichtlich, wie der EGF-Rezeptor und k-ras interagieren. Wie bereits 
erwähnt, erfolgt die wichtigste Signalweiterleitung durch Aktivierung des EGF-Rezeptors über den 
Ras-Raf-MAP-Kinase (MAPK) Weg (Vgl. Alroy et al., 1997).
Durch Stimulation des EGF-Rezeptors wird die EGF-Rezeptortyrosinkinase phosphoryliert, dabei 
kommt es zum Andocken spezieller Adaptormoleküle (Vgl. Schlessinger, 2000). Die Aktivierung 
des G-Proteins k-ras durch GTP-Bindung initiiert dann eine mehrstufige Phosphorylierungskaskase, 
die zur Aktivierung der Mitogen-aktivierten Kinasen (MAPK) führt. Im Anschluss daran erfolgen 
weitere Phosphorylierungen der sogenannten Extrazellulär-Regulierten Kinasen, auch als ERK 
bezeichnet. Diese regulieren dann die Transkription von Wachstums-, Zellproliferations- und 
Transformationsfaktoren (Vgl. Lewis et al., 1998). Die Abb. 1 gibt einen Überblick über die 
Signaltransduktionswege des EGF-Rezeptors und die beschriebenen weitergeschalteten Kaskaden, 
einschließlich des Ras-Raf-MAPK-Weges.
Abb. 1: Darstellung des EGFR-Rezeptors und weitergeschaltete Signalkaskaden (nach Adjei, 2001)
Ist k-ras mutiert und damit vom Protoonkogen zu einem Onkogen geworden, ist es kontinuierlich 
aktiv, das heißt es hat dauerhaft GTP gebunden. Die Ursache dafür sind Mutationen in den 
Nukleotid-Bindungsstellen des k-ras, wodurch die Umwandlung von GTP zu GDP verhindert wird. 
(Vgl. Grand und Owen, 1991). Diese Mutationen sind fast ausschließlich in den Codons 12, 13 und 
61 des k-ras-Genes zu finden (Vgl. Bos, 1989). Die Untersuchung der Mutationen an diesen Codons 
1. Einleitung
15
bildet daher auch die Grundlage dieser Arbeit.
Die für diese Arbeit untersuchten möglichen Mutationen im k-ras-Gen befinden sich in Exon 1 im 
Codon 12 und im Codon 13 sowie in Exon 2 im Codon 61. In Tab. 4 sind die häufigsten 
Punktmutationen aufgeführt. 
Tab. 4: Punktmutationen im k-ras-Gen (nach Krypuy et al., 2006)
Codon Codon 12 Codon 13 Codon 61 nach Sills et al., 1999
Wildtypsequenz GGT GGC CAA
Mutationen AGT AGC CTA
CGT CGC CGA
TGT TGC CAT (nach Jacobson et al. 1991)
GAT GAC CAC (nach Jacobson et al. 1991)
GCT GCC CAG (nach Jacobson et al. 1991)
GTT GTC
Etwa 97 Prozent der k-ras-Mutationen betreffen die Codons 12 und 13 (Vgl. Forbes et al., 2006). 
In Plattenepithelkarzinomen sollen k-ras-Mutationen deutlich seltener vorkommen als in anderen 
histologischen Subtypen des Lungenkarzinoms (Vgl. Brose et al., 2002 und Suzuki, 1990). 
1.3 Molekulare Prädiktoren für die Targeted Therapy
Eine Reihe von genetischen und epigenetischen Variationen scheint ebenso wie der histologische 
Tumortyp eine Rolle zu spielen, inwieweit Patienten auf eine individualisierte, tumorspezifische 
sogenannte Targeted Therapy ansprechen. Ohne genaue Kenntnis des exakten histologischen 
Subtyps eines Lungenkarzinoms sollte heutzutage keine Therapieentscheidung zur spezifischen 
Therapie gefällt werden, da z.B. Pemetrexed und Bevacizumab bei nichtplattenepithelialen 
nichtkleinzelligen Tumoren deutlich wirksamer und weniger toxisch sind (Vgl. De Maio, 2010).
Eine Auswahl bekannter molekularer Marker, die sowohl prognostische als auch prädiktive 
Bedeutung für den Therapieerfolg beim NSCLC haben, sind in Tab. 5 dargestellt und beschrieben 
(Vgl. Gadgeel et al., 2010). 
Auf die Besonderheiten der Bedeutung des EGF-Rezeptors und des k-ras-Genes wird unter 1.3.1 
und 1.3.2 näher eingegangen.
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Tab. 5: Prognostische und prädiktive Marker beim NSCLC (Vgl. Gadgeel et al., 2010)
Marker Prognostischer Wert Prädiktiver Wert
ERCC1 Hohe ERCC1-Expression verbessert 
die Prognose des NSCLC
Patienten mit hoher ERCC1-Expression 
profitieren nicht von einer platinbasierten 
Chemotherapie
BRCA-1 Erhöhte BRCA-1-Spiegel 
verschlechtern die Prognose des 
NSCLC
Patienten mit hoher BRCA-1-Expression 
profitieren nicht von einer Therapie mit 
Platinderivaten, ihr Ansprechen auf eine 
Taxan-Therapie ist aber möglicherweise 
erhöht.
beta-Tubulin Erhöhte beta-Tubulin-Spiegel 
verschlechtern die Prognose des 
NSCLC
Patienten mit hoher beta-Tubulin-Expression 
profitieren nicht von einer Therapie mit 
Taxanen
K-ras K-ras-Mutationen sind mit einer 
schlechten Prognose des NSCLC 
assoziiert
K-ras-Mutationen sind möglicherweise mit 
einem schlechten Ansprechen auf EGFR-TKI-
Therapie assoziiert
EGFR NSCLC mit EGFR-Mutationen sind 
mit einer besseren Prognose assoziiert
EGFR-Mutationen erhöhen die Ansprechrate 
auf eine EGFR-TKI-Therapie
ALK NSCLC mit einem EML4-ALK-
Rearrengement sind mit einer besseren 
Prognose assoziiert
EML4-ALK-Rearrengements sind positive 
prädiktive Faktoren für eine Crizotinib-
Therapie
VEGF Erhöhte Spiegel von zirkulierendem 
VEGF sind mit einer schlechteren 
Prognose des NSCLC assoziiert
Die Höhe des zirkulierenden VEGF-Spiegels 
hat keinen Einfluss auf den Erfolg einer 
möglichen Bevacizumab-Therapie
1.3.1 Mutationen des Epidermal-Growth-Factor-Receptor-Genes (EGFR-Genes)
Von besonderem Interesse bei der Behandlung der Patienten mit Lungentumoren im Stadium IV ist 
der Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors EGFR. Ungefähr 10 bis 15 Prozent der NSCLC-
Patienten nichtasiatischer Herkunft haben eine Mutation in den Exons 19 oder 21 des EGFR-Gens 
(Lynch et al., 2004; und Paez et al., 2004). Das Vorhandensein einer solchen Mutation ist ein 
positiver prädiktiver Marker für den möglichen Erfolg einer Therapie mit den 
Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren Erlotinib und Gefitinib (Vgl. Maemondo et al., 2010 und Sholl et 
al., 2010).
Nach derzeitigem wissenschaftlichem Konsens sollte eine EGFR-TKI-Therapie nicht ohne 
Kenntnis des Mutationsstatus des EGFR-Gens durchgeführt werden (Vgl. De Maio, 2010).
1.3.2 Mutationen des k-ras-Genes
In einem ausführlichen Review konnten Linardou et al. zusammenfassend feststellen, dass 
Mutationen im k-ras-Gen einen negativen Prädiktor für den Erfolg einer Therapie mit EGFR-TKI 
darstellen (Vgl. Linardou et al., 2008). Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine ras-Mutation die 
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Prognose eines an einem nichtkleinzelligen Lungenkarzinom erkrankten Patienten deutlich 
verschlechtert (Vgl. Mascaux et al., 2005). Auch Riely et al. konnten feststellen, dass eine Anti-
EGFR-Therapie bei einer nachweisbaren k-ras-Mutation bei zahlreichen  Karzinomen, so auch beim 
NSCLC, nicht erfolgversprechend ist (Vgl. Riely et al., 2009).
Roberts et al. wiederum stellten in einem kürzlich erschienenen Artikel fest, dass es durchaus 
sinnvoll sei, den k-ras-Status eines Lungenkarzinompatienten zu bestimmen, um 
Therapieentscheidungen zu treffen (Vgl. Roberts et al., 2010). Dabei verwiesen sie insbesondere auf 
mögliche zukünftige Therapiestrategien, die auch effektiv bei k-ras-mutierten Tumoren sein 
könnten. Die Therapiestrategien betreffen alternative ras-Signalkaskaden wie den 
PI3K/AKT/mTOR-Weg, aber auch den klassischen Ras/Raf-MAPK-Weg (Vgl. Sos et al., 2009). In 
vivo Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Kombinationstherapie mit noch nicht zugelassenen 
MAPK-Inhibitoren und PI3K-mTOR-Hemmern effektiv bei nichtkleinzelligen Lungentumoren mit 
nachweisbarer k-ras-Mutation sein könnte (Vgl. Engelman et al, 2008).
1.4 Histologische Sicherung und zytologische Diagnostik
Wie bereits erwähnt, sollte ohne die exakte Kenntnis des histologischen Subtyps eines 
Lungenkarzinoms keine Therapieentscheidung zur spezifischen Therapie gefällt werden, da 
bestimmte Arzneimittel wie z.B. Pemetrexed und Bevacizumab bei nichtplattenepithelialen 
nichtkleinzelligen Tumoren deutlich wirksamer als bei anderen Tumorformen sind (Vgl. De Maio, 
2010). Es ist evident, dass die Prognose bösartiger Lungentumoren entscheidend sowohl von 
Tumorgröße, dem Tumorstadium nach der TNM-Klassifikation und der histopathologischen 
Charakterisierung zum Zeitpunkt der Diagnose abhängen (Vgl. Müller und Wiethege, 2004).
Die histologische Diagnostik nach der 2004 ergänzten WHO-Klassifikation von 1999 unterscheidet
Plattenepithel-, Adeno-, adenosquamöse und sarkomatoide, großzellige und kleinzellige Karzinome, 
sowie Karzinoid- und Speicheldrüsentumoren (Vgl. Travis et al., 2004). Die Methoden der 
histologischen Differenzierung sind dabei äußerst vielfältig. Sie reichen vom klassischen 
histologischen Präparat in Hämatoxylin-Eosin-Färbung bis zur Immunphänotypisierung, die häufig 
notwendig wird, wenn primäre Lungenkarzinome von Metastasen unterschieden werden sollen oder 
eine Abgrenzung neuroendokriner Tumoren mittels immunhistochemischer Zusatzuntersuchungen 
nötig ist. Zur Typisierung neuroendokriner Tumoren beispielsweise werden Marker wie 
Chromogranin oder Synaptophysin als Marker gefordert, beim kleinzelligen Karzinom kommen 
Keratin, EMA, oder NCAM vor. Zur Sicherung eines Adenokarzinoms in Abgrenzung zu einem 
malignen Mesotheliom eignen sich TTF-1 oder CEA, während beim Malignen Mesotheliom 
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positive Nachweise für Calretinin, WT-1 sowie CK5/6 typisch sind (Vgl. Travis et al., 2004 und 
Ordóñez, 2005). 
Als Leitmarker dafür, ob ein Adenokarzinom primär aus der Lunge stammt, kann man TTF-1 
ansehen, während Metastasen extrapulmonaler Adenokarzinome eher TTF-1-negativ sind (Vgl. 
Yatabe, 2002). Weiterhin sprechen positive Nachweise von CK20, Thyreoglobulin und CDX2 
gegen ein Adenokarzinom der Lunge und für eine Metastase, während ein positives CK7 für das 
Vorliegen eines Lungenkarzinoms spricht (Vgl. Travis et al., 2004).
1.4.1 Bronchoskopie zur Gewinnung zytologischer Materialien
Besteht klinisch oder durch nicht-invasive Diagnostikmethoden, wie z.B. Röntgenuntersuchungen, 
ein Verdacht auf ein Lungenkarzinom, erfolgt in der Regel eine Bronchoskopie (Vgl. Goeckenjan et 
al., 2010).
Die Bronchoskopie ist die bedeutsamste Methode zur Sicherung eines Lungenkarzinoms und hat bei 
zentralen Tumoren eine exzellente diagnostische Effektivität (Vgl. Honeybourne et al., 2001). Auch 
bei peripheren Rundherden ist die diagnostische Sicherheit je nach deren Größe ebenfalls sehr gut 
(Vgl. Xie et al., 2002). Bei peripheren Raumforderungen empfiehlt sich eine Kombination 
verschiedener Techniken, wie z.B. Bürsten- oder Feinnadelaspirationszytologien sowie Katheter-
oder Zangenbiopsien (Vgl. Yung, 2003).
Die eingriffsbezogene Letalität der Bronchoskopie war schon Anfang der 1980er Jahre und bleibt 
auch weiterhin sehr niedrig, Hauptkomplikationen sind Pneumothoraces und leichte Blutungen 
(Vgl. Berquist et al., 1980 und Toloza et al., 2003). Generell muss aber gesagt werden, dass 
aufgrund der Invasivität der Bronchoskopie diese Methode nicht zur Frühdiagnostik 
asymptomatischer Risikokollektive eingesetzt werden sollte (Vgl. Goeckenjan et al., 2010).
Sinnvollerweise sollte vor einer bronchoskopischen Untersuchung eine Computertomographie des 
Thorax erfolgen. Bei dem Vorliegen eines vergrößerten Lymphknotens im Computertomogramm 
sollte während der diagnostischen Bronchoskopie eine transbronchiale Nadelaspiration 
durchgeführt werden, womit bei bis zu 70 Prozent der Patienten eine zytologische Sicherung 
erfolgreich sein kann (Vgl. Bungay et al., 2000).
Durch Ergänzung der bronchoskopischen Untersuchung mit endoskopischen Ultraschallverfahren 
und begleitenden Nadelaspirationen kann die diagnostische Sicherheit auf bis zu 90 Prozent
angehoben werden (Vgl. Micames et al., 2007). 
Sämtliche hier genannte bronchoskopische Verfahren kamen im Rahmen der Gewinnung der 
Untersuchungsmaterialien für diese Arbeit zum Einsatz.
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1.4.2 Stellenwert der zytologischen Diagnostik beim NSCLC
Grundsätzlich kann gesagt werden, dass Abgrenzung und Differenzierung von kleinzelligen und 
nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen durch Sputumzytologie, zytologische Beurteilungen 
transthorakaler Feinnadelaspirate und bronchoskopisch gewonnener Materialien wie Spülung, 
Bürstung oder Bronchoalveoläre Lavage sehr zuverlässig sind (Vgl. Goeckenjan et al., 2010). Die 
diagnostische Genauigkeit der Zytologie ist sehr hoch, Vergleichsstudien zwischen der 
Begutachtung zytologischer Materialien wie transthorakale Feinnadelpunktionen, bronchoskopisch 
gewonnene Bürstenbiopsien und transbronchiale Feinnadelaspirationsbiopsien mit der 
histologischen Diagnostik als Goldstandard erbrachten eine Treffsicherheit von 98 Prozent mit einer 
Variabilität von 94 bis 100 Prozent für die Zytologie-Untersuchungen (Vgl. Schreiber und McCrory, 
2003). Lediglich die Wahrscheinlichkeit, dass ein kleinzelliges Karzinom zytologisch diagnostiziert 
wurde, obwohl es sich um ein nichtkleinzelliges Lungenkarzinom handelte, war mit 9 Prozent im 
Mittel etwas erhöht. Wegen dieser höheren Rate falschpositiver zytologisch diagnostizierter 
kleinzelliger Karzinome sollte bei diesen, sofern klinische und radiologische Befunde gegen die 
Diagnose sprechen, eine histologische Sicherung angestrebt werden (Vgl. Rivera und Mehta, 2007).
Bronchioalveoläre Lavagen oder Bürstenbiopsien sowie Feinnadelaspirationen werden oft als erste 
Untersuchungen zur Diagnostik von Lungenkarzinomen herangezogen (Vgl. Wei et al., 2007). Es 
ist dabei manchmal schwierig maligne von reaktiven Zellen abzugrenzen, weil beispielsweise ein 
Platteneptihelkarzinom auch durch eine atypische plattenepitheliale Metaplasie vorgetäuscht 
werden kann. Diese kann Folge einer chronisch granulomatösen Entzündung, einer Pilz- oder einer 
viralen Infektion sein (Vgl. Crapanzano und Zakowski, 2001). 
Kleinzellige Tumoren können differentialdiagnostisch mit typischen und atypischen Karzinoiden, 
Lymphomen oder auch mit einer Reservezellhyperplasie verwechselt werden. Am umfangreichsten 
ist die Differentialdiagnostik beim Adenokarzinom, wo als mögliche Alternativdiagnosen auch 
klarzellige Tumoren, Hamartome, Granularzelltumoren, Becherzell- und Bronchialzellhyperplasien 
vorkommen und weiterhin auch vorangegangene Radiochemotherapien oder etwaig vorhandene 
reaktive Zellen sowie atypische Typ II-Pneumozyten ohne Krankheitswert oder im Rahmen anderer 
Erkrankungen das Ergebnis der zytologischen Untersuchung verfälschen können (Vgl. Idowu und 
Powers, 2010).
Zur Vermeidung falsch positiver oder falsch negativer Diagnosen sollten keine zytologischen 
Befunde ohne Einbeziehung der Kenntnisse radiologischer und klinischer Kriterien erfolgen (Vgl. 
Saad und Silverman, 2010).
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1.4.3 Zytologische Materialien zum Mutationsnachweis der Gene des EGFR und k-ras
Die Diagnostik archivierter zytologischer Präparate von Lungenkarzinompatienten konnte 
erfolgreich zur Ermittlung des EGFR-Mutationsstatus‘ mittels High-Resolution-Melting-Analysis
eingesetzt werden (Vgl. Nomoto et al., 2006). Eine weitere Studie konnte mittels PCR und direkter 
Sequenzierung der aus den zytologischen Materialien gewonnen DNA die EGFR-Mutationen 
zuverlässig detektieren (Vgl. Smith et al., 2008).
Für den Nachweis von k-ras-Mutationen gab es bisher noch keine Studie in zytologischem Material 
von Lungenkarzinompatienten. Lediglich k-ras-Mutationsanalysen in bronchoalvelolären Lavagen 
von NSCLC-Patienten wurden durchgeführt (Vgl. Ahrendt et al., 1999 und Oshita et al. 1999).
Allerdings wurden bei kolorektalen Karzinomen in kleineren Studien mit 8 bzw. 13 Patienten k-ras-
Mutationsraten in zytologischem mit histologischem Material miteinander verglichen (Vgl. Pang et 
al., 2010 und Troncone et al., 2010). Dort kam es zu hohen Übereinstimmungsraten zwischen den 
detektierten Mutationen in den zytologischen und histologischen Proben.
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2. Zielsetzung
Das Ziel dieser Arbeit war, herauszufinden, inwieweit Materialien der zytologischen Diagnostik zur 
Bestimmung des k-ras-Mutationsstatus' von Lungenkarzinompatienten geeignet sind. Insgesamt 
wurden für die Arbeit 167 zytologische Proben von Patienten des Robert-Koch-Klinikums, dem 
Thoraxzentrum des Klinikums St. Georg in Leipzig untersucht, die an einem nichtkleinzelligen 
Karzinom erkrankt waren. Die zytologischen Proben einer Vergleichsgruppe mit 23 Patienten mit 
anderen Tumoren oder ohne maligne Erkrankung wurden betrachtet und ebenfalls auf Mutationen 
im k-ras-Gen untersucht. Um eine möglichst reproduzierbare Aussage bezüglich des k-ras-Status zu 
erhalten, wurden bei Patienten, bei denen eine operative Therapie durchgeführt wurde, die durch 
Zytologie gewonnene DNA mit histologischen Proben derselben Patienten verglichen.
Für die Detektion der k-ras-Mutationen wurden spezifische Polymerasekettenreaktionen (PCR) mit 
Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus-Analysen kombiniert und die entstehenden 
Nukleinsäureabschnitte anschließend mittels Agarose-Gelelektrophoresen aufgetrennt und unter 
einer UV-Kamera sichtbar gemacht. Es wurden k-ras-Mutationen in den Codons 12, 13 und 61 des 
entsprechenden k-ras-Genes analysiert. Dafür mussten jeweils individuelle Versuchsbedingungen 
und geeignete Restriktionsenzyme gefunden werden und die PCR-Bedingungen für jede der 
unterschiedlichen Mutationsanalysen standardisiert werden.
Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich neben der Frage der Zuverlässigkeit der k-ras-
Analysemethode, auch damit, ob es bestimmte Korrelationen des k-ras-Mutationsstatus' der 
Lungenkarzinompatienten mit verschiedenen individuellen und klinischen Parametern wie 
Tumorstadium, histologischem Tumorsubtyp, Raucheranamnese oder Geschlecht gab. Dafür 
wurden geeignete statistische Tests angewandt und die Ergebnisse mit bekannten Erkenntnissen 
anderer publizierter Forschungsarbeiten verglichen. Ebenfalls wurden die epidemiologische 
Verteilung der histologischen Subtypen des NSCLC und die Stadien bei Erstdiagnose den 
Ergebnissen anderen Studien gegenübergestellt.
Die vorliegende Arbeit soll eine Möglichkeit bieten, auf einfache und stets reproduzierbare Weise 
den k-ras-Mutationsstatus eines Lungenkarzinompatienten zu ermitteln und damit eine Aussage 
über einen möglichen Therapieerfolg einer Anti-EGFR-Tyrosinkinase-Therapie oder anderer 
neuartiger therapeutischer Ansätze liefern zu können.
3. Material und Methoden
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3. Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Verwendete Chemikalien
In der Tab. 6 wird ein Überblick über alle im Rahmen der Arbeit verwendeten Chemikalien und 
Enzyme gegeben. Dabei wird auch die exakte chemische Zusammensetzung einzelner 
Komponenten beschrieben.
Tab. 6: Für die Arbeit verwendete Chemikalien und Enzyme
Verwendete Chemikalien Firma
Agarose Invitrogen®
Aqua bidest Apotheke St. Georg
Aqua dest. (Aqua B. Braun) Braun®, Melsungen
BSA New England BioLabs®
Control-DNA 10 ng/ml (Kontroll-DNA) Qiagen®
Dulbecco’s MEM Biochrom AG®, Berlin
Dulbeccos’s PBS Biochrom AG®, Berlin
Ethanol 96 % Apotheke St. Georg
Ethidiumbromid-Lösung 1 % Roth®
Fetal bovine serum (FBS), (=Fetales Kälberserum) GIBCO, Invitrogen®
Gel Loading Dye, Blue (6X):
2.5 % Ficoll 400
11 mM EDTA
3.3 mM Tris-HCl
0.017 % SDS
0.015 % Bromophenol-Blau
(pH 8.0  bei 25 °C)
New England BioLabs®
HotStarTaq® DNA-Polymerase Qiagen®
L-Glutamin (2 mM) Biochrom AG®, Berlin
Low MW Ladder 100-Basenpaar-Leiter New England BioLabs®
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Fortsetzung Tab. 6: Für die Arbeit verwendete Chemikalien und Enzyme
NEBuffer 2
10 mM Tris-HCl
50 mM NaCl
10 mM MgCl2
1 mM Dithiothreitol
(pH 7.9  bei 25 °C)
New England BioLabs®
NEBuffer 3:
50 mM Tris-HCl
100 mM NaCl
10 mM MgCl2
1 mM Dithiothreitol
(pH 7.9  bei 25 °C)
New England BioLabs®
NEBuffer 4:
20 mM Tris-Acetat
50 mM Kaliumacetat
10 mM Magnesiumacetat
1 mM Dithiothreitol
(pH 7.9  bei 25 °C)
New England BioLabs®
Penicillin (100 U/ml) GIBCO, Invitrogen®
Primer (siehe 3.4.4.1) New England BioLabs®
Restriktionsenzyme: BclI, BstNI, HaeIII und MseI New England BioLabs®
Streptomycin (100 µg/ml) GIBCO, Invitrogen®
SYBRGreen® DNA-Polymerase Qiagen®
50x TAE-Puffer:
Tris: 242,28 g/L (2,00 mol/L)
EDTA-Na: 18.61 g/L (0.05 mol/L)
Essigsäure: 60.05 g/L (1,00 mol/L)
(pH: 8.0 +/- 0.2)
Roche®
Calbiochem®
Merck®
Trypsin/EDTA-Lösung Biochrom AG®, Berlin
Xylol Apotheke St. Georg
Zellinien A-549 und HCT-116 DSMZ® Cell Culture Data
3.1.2 Verwendete Geräte und Materialien
Die Tab. 7 gibt einen Überblick über die im Rahmen der Anfertigung der Arbeit verwendeten 
Geräte und Materialien. Sämtliche Geräte befinden sich im Forschungslaboratorium der Robert-
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Koch-Klinik, des pneumologischen Zentrums des Städtischen Klinikums St. Georg in Leipzig.
Tab. 7: Für die Arbeit verwendete Geräte und Materialien
Verwendete Geräte Firma
CO2-Inkubator Binder®
Elektrophoresekammer Vari-Gel Roth®
Fluoreszenzmessgerät -FLUOstar Optima BMG Labtech®, Offenburg
Hochdruck-Kleinsterilisator SANOclav®
Horizontalschüttler Feingerätebau M.Langer®
HTS Transwell-96 Well Permeable Support Corning®
Magnetrührer MSH basic Yellow line®
Mehrkanalpipette (Discovery)     Abimed, Langenfeld®
Mikroskop ECLIPSE TS100, Typ 120 Nikon®
Mikroskop Laboval 4 Carl Zeiss®, Jena
Mikrowelle HMT 700A Bosch®
Pasteurpipette Sarstedt®
Pipetten (Lab Mate) Abimed®, Langenfeld
Pipetten-Tips (epT.I.P.S.) Eppendorf AG®, Hamburg
Power PAC 200 Bio-Rad®
QIAmp®-DNA Blood Mini Kit Qiagen®
QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit Qiagen®
Rotor Gene RG-3000 Corbelt Research®
Spektralphotometer HeȜios®
Thermomixer Eppendorf®
UV-Transilluminator DC SCIENCE TEC®
Vortex-genie 2 Scientific industries®
Waage Explorer OHause®
Wasserbad W1 Preiss-Daimler®, Medingen
Zellschaber Biochrom®
Zentrifuge 5415C Eppendorf®
Zentrifuge Micro 22 R Hettich®
Zentrifuge T54 MLW®
Zellkulturflaschen 75ccm Biochrom AG®, Berlin
Zyto-Einsatz + Zyto-Becher Hettich®
3. Material und Methoden
25
3.2 Patientenkollektive
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten zytologischen Patientenproben wurden in der Robert-
Koch-Klinik, Thoraxzentrum des Städtischen Klinikums St. Georg vom 01. Januar 2005 bis zum 
01. Januar 2010 bei bronchoskopischen Untersuchungen oder Punktionen malignitätsverdächtiger 
Ergüsse wie Ascites- oder Pleuraflüssigkeit gewonnen. Die verwendeten histologischen Materialien 
waren sogenannte formalin-fixed paraffin-embedded samples (FFPE) malignen Gewebes, die im 
Rahmen operativer Behandlungen in der Thoraxchirurgie am Städtischen Klinikum St. Georg 
entnommen und anschließend am Institut für Pathologie des St. Georg Klinikums fixiert worden. Im 
Folgenden wird vereinfachend von FFPE oder Paraffinschnitten bzw. histologischen Präparaten 
gesprochen.
Die Tab. 8 gibt einen Überblick über die untersuchten Patienten für diese Arbeit, aufgeteilt in die 
Gruppe der von nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen Betroffenen und die Vergleichsgruppe.
Tab. 8: Allgemeine Charakterisierung der Patientenkollektive
Patienten
NSCLC-Patienten
n = 167
Vergleichsgruppe
n = 23
Gesamt
n = 23
Pat. ohne Tumor
n = 9
SCLC-Pat.
n = 8
Metastasenpat.
n = 6
Alter in Jahren 66,8 ± 10,2 60,9 ± 14,0 55,1 ± 18,0 62,3 ± 9,2 67,7 ± 10,7
Männer n = 121 (72,5 %) n = 10 (43,5 %) n = 3 (33,3 %) n = 3 (37,5 %) n = 4 (66,7 %)
Frauen n = 46 (27,5 %) n = 13 (56,5 %) n = 6 (66,7 %) n = 5 (62,5 %) n = 2 (33,3 %)
3.3 Charakterisierung des Untersuchungsmaterials
Der folgende Abschnitt liefert eine umfassende Darstellung über die für die Arbeit verwendeten 
Untersuchungsmaterialien.
3.3.1 Charakterisierung des zytologischen Untersuchungsmaterials
3.3.1.1 Charakterisierung des zytologischen Untersuchungsmaterials der NSCLC-Gruppe
Die zytologischen Untersuchungsmaterialien stammten allesamt aus der Diagnostikabteilung der 
Bronchoskopie der Robert-Koch-Klinik in Leipzig-Grünau. Es handelte sich um 134 Objektträger 
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und um 33 unfixierte zytologische Präparate, wie zum Beispiel Pleura- oder Ascitesflüssigkeiten.
Die Objektträger waren mit der sogenannten Giemsa-Färbung, das heißt mit einer Azur-Eosin-
Methylenblaulösung gefärbt. 
Das am häufigsten untersuchte Material waren Punktionsflüssigkeiten, die bei einer diagnostischen 
oder therapeutischen Pleurapunktion gewonnen worden. Es wurden bei 39 NSCLC-Patienten solche 
Pleurapunktionsflüssigkeiten untersucht, 21 waren auf einem Objektträger ausgestrichen, 18 der 
Proben waren frische unfixierte Präparate, die umgehend nach der Punktion untersucht worden.
Das zweithäufigste Untersuchungsmaterial der zytologischen Untersuchungen waren perkutane 
Herdpunktionen, bei denen die Untersuchungsmaterialien sonographie- oder computertomographie-
gestützt akquiriert worden. Darunter waren 29 Präparate, allesamt waren bereits auf Objektträgern 
fixiert.
24 Patienten der Untersuchungspopulation erhielten eine Probenentnahme durch eine 
Katheterbiopsie im Rahmen ihrer bronchoskopischen Untersuchung, darunter wurden 18 Präparate 
auf einen Objektträger fixiert, 6 Proben wurden unfixiert umgehend nach der Entnahme analysiert.
Bei 24 Patienten wurde eine Probeexzision vorgenommen und diese zytologisch aufbereitet, 22 
Präparate waren bereits auf Objektträgern fixiert, 2 wurden direkt nach der Entnahme untersucht.
Bürstenbiopsien wurden bei 22 der NSCLC-Patienten gewonnen, darunter befanden sich 19 auf 
Objektträger fixierte Präparate, während drei frische unfixierte Proben von anderen Patienten 
untersucht worden.
Im Rahmen der Bronchoskopie wurden bei 10 Patienten perbronchiale Punktionen vorgenommen, 
die allesamt auf Objektträger fixierte Präparate waren.
Es wurden 2 Objektträger mit Ascitesflüssigkeit sowie 4 frische Punktionsflüssigkeiten von 
durchgeführten therapeutischen Ascitespunktionen untersucht.
Punktionen von Lymphknoten wurden bei 6 Patienten zur Diagnostik verwandt. Allesamt waren auf 
Objektträger fixiert.
Im Rahmen einer diagnostischen Thorakoskopie wurden Punktionen bei 5 Patienten durchgeführt, 
welche auf Objektträger fixiert für die Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit vorlagen.
Endosonographische Punktionen wurden bei 2 Patienten mit nichtkleinzelligem Lungenkarzinom 
durchgeführt. Auch diese Untersuchungsmaterialien wurden auf Objektträger fixiert und 
anschließend analysiert.
Tab. 9 stellt eine Übersicht über die verwendeten Untersuchungsmaterialien dar.
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Tab. 9: Übersicht über die verwendeten zytologischen Untersuchungsmaterialien
Untersuchungsmaterial Gesamt
n = 167
Objektträger
n = 134
unfixierte 
Untersuchungsmaterialien
n = 33
Pleurapunktionsflüssigkeit 39 21 18
perkutane Herdpunktionen 29 29 0
Katheterbiopsie 24 18 6
Probeexzision 24 22 2
Bürstenbiopsien 22 19 3
perbronchiale Punktionen 10 10 0
Ascitespunktionsflüssigkeit 6 2 4
Lymphknotenpunktionen 6 6 0
Thorakoskopiepunktionen 5 5 0
Endosonographische 
Punktionen
2 2 0
3.3.1.2 Charakterisierung des zytologischen Untersuchungsmaterials der Vergleichsgruppe
Eine Übersicht über die Zusammensetzung des Untersuchungsmaterials der Patienten der 
Vergleichsgruppe wird in der Tab. 10 dargestellt. Auch diese Materialien wurden allesamt in der
Bronchoskopie der Robert-Koch-Klinik gewonnen und anschließend entweder sofort untersucht 
bzw. im zytologischen Labor des Klinikums auf Objektträger fixiert.
Es handelte sich dabei um 23 Proben, wovon 9 Objektträger und 14 unfixierte Präparate waren. 
Darunter befanden sich 6 Proben, die bei einer Pleurapunktion gewonnen worden. Davon waren 2 
auf Objektträger fixiert und 4 lagen als frisch entnommene Untersuchungsmaterialien vor.
Katheterbiopsien lagen bei 6 Patienten vor, nur bei einem Patienten mit einer pulmonalen Metastase 
eines malignen Melanoms lag ein Objektträger vor, die anderen fünf Präparate waren allesamt 
frisch gewonnene Untersuchungsmaterialien. Bürstenbiopsien lagen bei vier Patienten vor, davon 
war ein Objektträger-fixiertes Präparat eines Patienten mit einem kleinzelligen Lungenkarzinom, 
die restlichen drei Materialien wurden unfixiert analysiert. Probeexzisionen lagen in der 
Vergleichsgruppe bei zwei Patienten mit SCLC vor, beide auf Objektträger fixiert. Zwei 
Objektträger von Patienten, denen im Rahmen der diagnostischen Bronchoskopie eine 
bronchoalveoläre Lavage (BAL) entnommen wurde und bei denen kein Tumor diagnostiziert 
wurde, lagen vor und worden untersucht. Jeweils ein Objektträger von einer perbronchialen 
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Punktion, einer Lymphknotenpunktion und einer Punktion bei einer diagnostischen Thorakoskopie 
unterschiedlicher Patienten konnten analysiert werden.
Tab. 10: Übersicht über die verwendeten zytologischen Untersuchungsmaterialien der 
Vergleichsgruppe
Untersuchungsmaterial Gesamt
n = 23
Objektträger
n = 9
unfixierte 
Untersuchungsmaterialien
n = 14
Pleurapunktionsflüssigkeit 6 2 4
Katheterbiopsie 6 1 5
Bürstenbiopsie 4 1 3
Probeexzision 2 0 2
Bronchioalveoläre Lavage 2 2 0
perbronchiale Punktionen 1 1 0
Lymphknotenpunktionen 1 1 0
Thorakoskopiepunktionen 1 1 0
3.3.2 Charakterisierung der histologischen Untersuchungsmaterialien
Die histologischen Untersuchungsmaterialien wurden an der Thoraxchirurgie des Städtischen 
Klinikums St. Georg in Leipzig-Eutritzsch im Rahmen operativer Eingriffe gewonnen und 
anschließend am ortsansässigen Institut für Pathologie in sogenannten formalin-fixed paraffin-
embedded samples (FFPE) fixiert. 
Es handelte sich um 49 Proben unterschiedlicher Patienten mit nichtkleinzelligen 
Lungenkarzinomen. Darunter befanden sich FFPE von 40 Männern, die damit einen relativen Anteil 
von 81,6 Prozent an der untersuchten Population bildeten und von 9 Frauen, dementsprechend 18,4 
Prozent des betrachteten Patientenkollektivs.
Unter Punkt 4.2.2 ist die Aufteilung der Patienten auf die einzelnen histologischen Tumortypen 
dargestellt. 
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3.4 Zellbiologische Methoden und DNA-Isolation
3.4.1 Zellkulturen
Als Positivkontrolle wurde die Zellkultur A-549 verwendet, die homozygot die Punktmutation G > 
A an Position 34 im k-ras Codon 12 aufweist, was zum Austausch der Aminosäure Glycin durch 
Serin führt. Diese Zellkultur stammt aus Zellen eines Lungentumors eines 58-jährigen kaukasischen 
Patienten und hat genauso wie Typ II-Pneumozyten die Fähigkeit Lecithin zu produzieren (Vgl. 
Giard et al., 1973 und Lieber et al., 1976).
Als Zellkulturmedium wurde 90 % Dulbecco's MEM mit 10 % FBS verwendet, es wurde bei 
standardisierten Bedingungen im Brutschrank bei 37 °C und einer Kohlenstoffdioxid-Konzentration 
von 5 % inkubiert. Um eine bakterienfreie Umgebung des Zellwachstums zu erreichen wurden die 
Antibiotika Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) hinzugefügt. Die Zellen wurden 
bei regelmäßigem Wechsel des Mediums für 6 Tage im Brutschrank belassen. Anschließend wurden 
die Zellen durch Hinzufügen von Trypsin/EDTA-Lösung vom Zellboden gelöst, gewaschen und in 
einer Neubauer-Zählkammer wurde die Zellzahl pro ml bestimmt. Danach wurden die Zellen im 
Verhältnis 1:3 gesplittet und erneut bebrütet.
Die DNA der A-549-Zellkultur wurde dann mit dem QIAmp®-DNA Blood Mini Kit (siehe 3.4.2.1) 
isoliert.
Analog der oben beschriebenen Methode wurde auch die Zellkultur HCT-116 kultiviert. Hierbei 
wurde ebenfalls 90% Dulbecco's MEM mit 10% FBS verwendet, wiederum ergänzt durch 100 U/ml 
Penicillin mit 100 µg/ml Streptomycin. Zusätzlich wurden noch 2 mM L-Glutamin hinzugefügt. 
Die Bebrütung im Brutschrank erfolgte äquivalent bei 37 °C, einer Kohlendioxid-Konzentration 
von 5 % und regelmäßigem Medienwechsel, die Zellzahl wurde danach einmal wöchentlich auf das 
Verhältnis 1:5 gesplittet. 
Die Zellkultur HCT-116 entstammt humanen Kolonkarzinom-Zellen und enthält in heterozygoter 
Form die Punktmutation G > A in Position 38, was zum Austausch von Glycin zu Aspartat in k-ras
Codon 13 führt. Die Zellkultur wurde bereits im Jahre 1981 isoliert und etabliert (Vgl. Brattain et 
al., 1981).
Die DNA der HCT-116-Zellkultur wurde nach der unter 3.4.2.1 beschriebenen Methode isoliert.
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3.4.2 DNA-Isolation
3.4.2.1 DNA-Isolation des zytologischen Materials
Für die DNA-Isolation des zytologischen Materials wurde das QIAmp®-DNA Blood Mini Kit von 
Qiagen® verwendet. Auf die zytologischen Ausstriche auf den Objektträgern wurden 20 µl 
Proteinase K pipettiert und danach mit 200 µl Buffer AL gemischt, dadurch erfolgt die Lyse des 
biologischen Materials. Wurden anstatt der Objektträger frische Körperflüssigkeiten wie Ascites-
oder Pleurapunktate verwendet, mussten diese zunächst zentrifugiert und die Überstände entfernt 
werden. 
Bei der DNA-Gewinnung von den Objektträgern musste auf eine möglichst vollständige Lyse des 
Materials vom Objektträger geachtet werden, gegebenenfalls musste mit einem scharfen Löffel das 
restliche Material abgekratzt und in das Reaktionsgefäß eingefüllt werden. Die Lysate wurden 
anschließend in ein 1,5ml-Reaktionsgefäß überführt und für zehn Minuten bei 56 °C im 
Thermomixer inkubiert. Nach einer kurzen Zentrifugation zur Vermeidung von 
Kreuzkontaminationen wurde anschließend 96-prozentiges Ethanol hinzugegeben und danach 
abermals zentrifugiert. Die entstandenen Lösungen wurden dann auf eine im Kit enthaltene 
Spinsäule überführt und es erfolgte eine einminütige Zentrifugation bei 8000 rpm. Das Filtrat wurde 
verworfen. Die Spinsäule wurde in weiteren Schritten mit den Buffern AW1 und AW2 gewaschen, 
jeweils für eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert und die Filtrate abgegossen. Nach einer weiteren 
dreiminütigen Zentrifugation bei 14000 rpm wurde die Membran der Spinsäule komplett von den 
Buffern gereinigt und getrocknet. Zum Schluss wurde die Säule auf ein sauberes 1,5 ml-
Reaktionsgefäß aufgesetzt und durch Hinzufügen von 40 µl des Buffers AE erfolgte der endgültige 
DNA-Elutionsschritt. Dafür wurde mit diesem Buffer 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 
und anschließend erneut das gesamte Gefäß mit der Säule bei 8000 rpm zentrifugiert. Die danach 
im Gefäß befindliche Flüssigkeit enthielt die aufgereinigte DNA. Für die weitere Verwendung 
wurde diese dann bei – 20 °C gelagert.
3.4.2.2 DNA-Isolation des histologischen Materials
Die DNA-Isolation aus den histologischen formalinfixierten Präparaten wurde mit Hilfe des 
QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit von Qiagen® durchgeführt.
Zunächst mussten aus den Paraffinblöcken ca. 5-10 µm dicke Scheiben abgeschnitten werden. 
Danach wurden diese in ein 1,5ml-Reaktionsgefäß überführt und diesem dann 1 ml Xylol 
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hinzugefügt. Anschließend wurde das Reaktionsgefäß verschlossen, gut durchmischt und für 2 
Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Dem nach dem 
Zentrifugieren am Boden des Reaktionsgefäßes befindlichen Material wurde 1 ml 96-prozentiges 
Ethanol hinzugegeben und anschließend abermals 2 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Danach 
musste das komplette Ethanol im Überstand entfernt werden. Der am Boden befindliche Absatz 
wurde im Folgenden mit 180 µl Buffer ATL gelöst, anschließend wurden 20 µl Proteinase K hinzu 
pipettiert und diese Lösung dann gut durchmischt. Danach erfolgten eine einstündige Inkubation 
des Reaktionsgemisches bei 56°C und für dieselbe Zeitdauer bei 90°C um alle Formaldehyd-
bedingten DNA-Verunreinigungen zu entfernen. 
Anschließend wurden dem Gemisch 200 µl Buffer AL und 200 µl 96-prozentiges Ethanol 
hinzugefügt und das Eluat gut gemischt. Analog zur DNA-Isolation des zytologischen Materials 
wurden die entstandenen Lösungen dann auf eine im Kit enthaltene Spinsäule überführt und eine 
Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Anschließend wurde die Spinsäule 
mit den Buffern AW1 und AW2 gewaschen und jeweils für eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert 
und die Filtrate abgegossen. Nach einer weiteren dreiminütigen Zentrifugation bei 14000 rpm 
wurde die Membran der Spinsäule komplett von den Buffern gereinigt und getrocknet. Die 
Spinsäule wurde in ein frisches 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und es wurde vorsichtig 40 µl des 
Buffers ATE auf die Membran pipettiert. Das Gemisch wurde für 10 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubieren gelassen und abschließend erfolgte eine einmütige Zentrifugation bei 8000 rpm. Die 
danach im Gefäß befindliche Flüssigkeit enthielt die für die Arbeit notwendige DNA, welche dann 
ebenfalls für die weitere Diagnostik bei – 20°C gelagert wurde.
3.4.3 DNA-Vermessung
Nach Beendigung der DNA-Isolation wurde zur Quantifizierung der isolierten Menge und der 
Überprüfung der Reinheit der Nukleinsäuren eine Vermessung der DNA mit dem 
Spektralphotometer vorgenommen. Dabei wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm die 
Konzentration der DNA in ng/ml bestimmt und anschließend die Reinheit der DNA überprüft, indem 
der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und 280 nm gebildet wurde. Dieser sollte im Idealfall 
zwischen 1,8 und 2,0 liegen, sofern die DNA in möglichst reiner Form vorliegt. Begründbar ist das 
damit, weil das Absorptionsmaximum der aromatischen Proteinreste bei 280 nm liegt, während die 
DNA bei 260 nm eine optische Dichte von 1,8 und bei 280 nm von 1,0 hat. In vielen Fällen lässt sich 
aber eine Kontamination mit Proteinen nicht vollständig verhindern und man erhält Quotienten 
kleiner als 1,8. Diese Proben können aber dennoch für die PCR-RFLP verwendet werden.
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3.5 Polymerasekettenreaktion-Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus-Analyse
3.5.1 Vorüberlegungen
Die PCR ist eine molekularbiologische Methode zur Vervielfältigung von DNA-Fragmenten von 
Längen bis zu etwa 3.000 Basenpaaren. Die PCR besteht aus einer festen Anzahl von Zyklen, die je 
nach gewünschtem DNA-Produkt zwischen 25 und 60 variieren kann. Die Zyklen gliedern sich im 
Wesentlichen in drei Schritte. Nach der initialen Aktivierung der DNA-Polymerase erfolgt zunächst 
die Denaturierung der Doppelstrang-DNA (ds-DNA), die in zwei homologe Einzelstränge durch 
Spaltung der Wasserstoffbrückenbindungen aufgetrennt wird. Danach kommt es zum sogenannten 
Annealing, auch Primerhybridisierung genannt, wo die Primer an die jeweilige Einzelstrang-DNA 
(ss-DNA) anlagern können. Die Annealing-Temperatur ist für jeden Primer spezifisch und variiert 
daher auch in dieser Arbeit zwischen den einzelnen Mutationsanalysen der unterschiedlichen 
Codons. Im letzten Schritt erfolgt dann die Elongation des DNA-Abschnittes, bei der die DNA-
Polymerase die neusynthethisierten Stränge vervollständigt und fehlende Nukleotide auffüllt.
Für die vorliegende Arbeit sollten die verschiedenen Abschnitte des k-ras Gens amplifiziert werden, 
die potentielle Mutationen enthalten sollten.
Es mussten also für die Mutationsanalyse der drei k-ras Codons 12, 13 und 61 jeweils geeignete 
PCR-Bedingungen gefunden werden. 
Essentiell für das Gelingen der Amplifikation der gewünschten DNA-Fragmente ist die Auswahl der 
richtigen Primer. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tab. 11 dargestellt. Dabei werden 
auch die Literaturverweise angegeben, aus denen die Primer teilweise entnommen worden. Für die 
Mutationsanalysen in k-ras-Codon 13 und für die Analyse der Position 3-Mutationen in k-ras-
Codon 61 wurden mit Hilfe des Programmes PCR Primer Design (Eurofins MWG Operon ®, 
Ebersberg) im Rahmen dieser Arbeit selbstständig eigene Primer kreiert.
Wie bereits erwähnt, kommt es bei der Durchführung der PCR vor allem auch auf die korrekten 
Annealing-Temperaturen an. Diese wurde für die Primer für die Vervielfältigung des k-ras Codons 
12 und des Codons 61 bei 50 °C eingestellt, für die Primer zur Amplifikation des Codons 13 wurde 
eine Temperatur von 60 °C verwendet. Für die Mutation in k-ras Codon 61 kann eine 
Punktmutation sowohl an der ersten oder zweiten als auch an der dritten Basenposition des Codons 
liegen. Daher ist es notwendig für diese Mutation zwei unterschiedliche PCR-RFLP zu verwenden, 
da Mutationen an allen drei Stellen niemals mit einem Primer allein nachgewiesen werden können 
(Vgl. Jacobson et al. 1991).
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Tab. 11: Verwendete Primer für die spezifischen PCR
k-ras Codon 12 Forward-Primer Literaturverweise
5’ – ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT – 3’ Levi et al., 1991
Reverse-Primer
5’ – TCAAAGAATGGTCCTGGACC – 3’ Levi et al., 1991
k-ras Codon 13 Forward-Primer
5’ – GAAGTACAGTTCATTACGATACACGTC – 3’ eigener Primer
Reverse-Primer
5’ – GTATCGTCAAGGCACTCTTGCCTAGG – 3’ Hatzaki et al., 2001
k-ras Codon 61 1. Mutation
Forward-Primer
5’ – CTTGGATATTCTCGACACAGCTGAT – 3’ Bornholdt et al., 2008
Reverse-Primer
5’ – GGCAAATACACAAAGAAAG – 3’ Bornholdt et al., 2008
2. Mutation
Forward-Primer
5’ – ATTCTCGACACAGCAGGTTA – 3’ eigener Primer
Reverse-Primer
5’ – TGGCAAATACACAAAGAAAG – 3’ eigener Primer
Im Gegensatz dazu liegen die potentiellen Mutationen bei den k-ras Codons 12 und 13 
ausschließlich an den Positionen eins oder zwei. Dort ist es demnach möglich mit einem Primer 
sämtliche Mutationen detektierbar zu machen.
Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden verschiedene Polymerasen ausprobiert, wobei 
sich HotStarTaq®-DNA-Polymerase gegenüber SYBRGreen®-DNA-Polymerase eindeutig 
überlegen zeigte, da die entstehenden DNA-Banden nach anschließender Elektrophorese bei PCR 
mit SYBRGreen® teilweise nicht eindeutig amplifizierbar waren.
Weiterhin wurden die Primer für die Mutationsanalysen mehrfach variiert und schließlich unter
Zuhilfenahme des Computerprogrammes PCR Primer Design der Firma Eurofins MWG Operon®
optimiert und angepasst. 
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3.5.2 Durchführung der spezifischen PCR
Für die spezifische Suche nach Mutationen im k-ras Codon 12 wurde eine PCR eines 157 bp DNA-
Fragmentes durchgeführt. Zielstellung war, nach einem anschließenden Restriktionsverdau eine 
Mutation in der Agarose-Gelelektrophorese nachzuweisen, indem man neben dem beim 
nichtmutierten entstehenden 114 bp großen Fragment ein 143 bp großes Fragment sehen konnte. 
Näheres dazu wird unter Punkt 3.7 erläutert. 
Für den Mutationsnachweis in k-ras Codon 13 ist eine PCR eines 270 bp großen DNA-Fragmentes 
durchgeführt worden. Auch auf die Analyse dieser Mutation nach abgeschlossener Agarose-
Gelelektrophorese wird unter Gliederungspunkt 3.7 näher eingegangen.
Die Detektion von Mutationen an den Positionen 1 und 2 des Codons 61 des k-ras Genes ist durch 
Polymerasekettenreaktion eines 95 bp langen DNA-Fragmentes möglich. Zur Erkennung von 
Mutationen an Position 3 des k-ras Codons 61 war eine PCR eines 88 bp langen Fragmentes 
erforderlich. Für die Frage, wie man eine Mutation des Codons 61 nach erfolgter Inkubation mit 
Restriktionsendonuklease und anschließender Agarose-Gelelektrophorese nachweist, wird ebenfalls
auf Punkt 3.7 verwiesen.
Für die Durchführung jeder PCR musste zunächst ein sogenannter Mastermix hergestellt werden, 
das heißt ein Gemisch, das alle für die Durchführung der DNA-Vervielfältigung notwendigen 
Komponenten außer der zu amplifizierenden DNA enthält. Dafür wurden im Verhältnis 12,5 µl 
HotStarTaq®-DNA-Polymerase, 1 µl Forward-Primer, 1 µl Reward-Primer und 7,5 µl destilliertes 
Wasser gemischt. Die Mengen dieser Substanzen wurden dann entsprechend der Anzahl der 
gewünschten unterschiedlichen DNA angepasst. Wollte man also zum Beispiel 10 verschiedene 
DNA amplifizieren benötigte man einen Master-Mix mit 125 µl Polymerase, jeweils 10 µl der 
beiden Primer und 75 µl destilliertes Wasser. Dem Mastermix wurden anschließend jeweils 22 µl 
entnommen, mit 3 µl der gewünschten DNA gemischt und in ein PCR-Gefäß gefüllt. Nachdem alle 
PCR-Tubes befüllt waren, konnte die Reaktion starten.
Die PCR begann mit einem initialen Aktivierungsschritt, in dem die HotStarTaq®-DNA-
Polymerase für zehn Minuten bei 95°C aktiviert wurde. Danach erfolgten in 40 Zyklen der 
Denaturierungsschritt bei 94°C für eine Minute, gefolgt vom Primer-Annealing bei 50°C (für die 
Codons 12 und 61) für eine Minute und der Elongation bei 72°C für zwei Minuten. Der 
abschließende Elongationsschritt wurde für 10 Minuten bei 72°C durchgeführt. Aufgrund der 
höheren Annealing-Temperaturen der Primer wurde für den Nachweis der k-ras Mutationen im 
Codon 13 der Hybridisierungsschritt bei 60°C durchgeführt. Der schematische Ablauf der 
verwendeten PCR-Methode ist auf der folgenden Seite in Abb. 2 dargestellt. 
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Abb.2: Schematischer Ablauf der spezifischen PCR 
(Hinweis: für den Nachweis der k-ras-Mutation in Codon 13 wurde die Annealing-Temperatur von 60°C verwendet)
3.5.3 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus-Analyse
Restriktionsenzyme sind essentielle Werkzeuge der Molekularbiologie, mit deren Hilfe gezielt 
Mutationen oder Polymorphismen in einem bestimmten DNA-Abschnitt nachgewiesen werden 
können. Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die aus Bakterien isoliert werden können bzw. 
von diesen biochemisch hergestellt werden. Man unterscheidet vier große Subgruppen der 
Restriktionsenzymen. Eine einheitliche Nomenklatur der Restriktionsenzyme wurde beschrieben 
und im Laufe der Jahre ergänzt (Vgl. Roberts et al., 2003). Insbesondere Typ II-
Restriktionsendonukleasen haben eine große Bedeutung für die Molekularbiologie, sie schneiden 
bevorzugt palindromische Nukleotidsequenzen und sind daher gezielt zur Mutationsanalyse 
einsetzbar. Auch alle in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme gehören zum Typ II nach der 
Nomenklatur von Roberts et al. aus dem Jahre 2003.
Für diese Arbeit wurden nach Abschluss der PCR die vervielfältigten DNA-Produkte mit jeweils 
spezifischen Restriktionsenzymen bei optimierten Temperaturen inkubiert. Für den Nachweis der 
Mutation in k-ras Codon 12 wurde das Restriktionsenzym BstNI verwendet, welches an Codon 12 
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schneidet, falls dieses nicht die Wildtypsequenz aufweist. Dieses Restriktionsenzym BstNI 
entstammt einem Escherichia coli-Stamm, der das Enzymgen aus Bacillus stearothermophilus N 
synthetisiert.
Für den Mutationsnachweis an Codon 13 wurde das Restriktionsenzym HaeIII verwendet, das den 
DNA-Abschnitt schneidet, wenn dieser nicht dem Widtyp entspricht. HaeIII wird von einem 
Escherichia coli-Stamm mit dem Enzymgen aus Haemophilus aegypticus synthetisiert.
Die Mutationen in Codon 61 sind wie bereits angeführt vielfältigerer Natur, da sie alle drei Basen 
des Codons betreffen können, so dass es hierfür nicht ausreichte, nur mit einem Restriktionsenzym 
zu arbeiten. Das Restriktionsenzym BclI ist in der Lage die Schnittstelle Mutationen an Position 1 
und 2 des Codons 61 aufzudecken, während das Restriktionsenzym MseI für die Identifizierung der 
Mutation an Position 3 des genannten Codons eingesetzt werden kann. 
BclI stammt aus einem Escherichia coli-Stamm, der das Enzymgen gewonnen aus Bacillus 
caldolyticus synthetisiert, während MseI ebenfalls von einem Escherichia coli-Stamm gebildet wird, 
der ein Enzymgen der Micrococcus species trägt.
Die verwendeten Restriktionsenzyme, ihre Erkennungs- bzw. Schnittsequenzen und ihre Herkunft 
sind in Tab.12 zusammenfassend dargestellt.
Tab. 12: Verwendete Restriktionsenzyme 
Enzym Untersuchte Mutation Schnittsequenz Herkunft
BstNI k-ras Codon 12 5’ – CC / W*GG – 3’
3’ – GGW* / CC – 5’
Bacillus
stearothermophilus N
HaeIII k-ras Codon 13 5’ – GG / CC – 3’
3’ – CC / GG – 5’
Haemophilus
aegypticus
BclI k-ras Codon 61 (Mutationen 
an Codonposition 1 oder 2)
5’ – T / GATCA – 3’
3’ – ACTAG / T – 5’
Bacillus
caldolyticus
MseI k-ras Codon 61 (Mutationen 
an Codonposition 3)
5’ – T / TAA – 3’
3’ – AAT / T – 5’
Micrococcus 
species
* 
W steht alternativ für die Nukleotidbase A (Adenin) oder T (Thymin)
Zur optimalen Funktionsfähigkeit eines Restriktionsenzymverdaus ist es unerlässlich, exakte 
Inkubationszeiten und optimale Reaktionsbedingungen einzuhalten. Diese wurden nach 
entsprechenden Untersuchungen optimiert.
Für den Nachweis der k-ras Mutationen in Codon 12 wurden 8 µl des PCR-Reaktionsproduktes mit 
1 µl BstNI, sowie 1 µl BSA und mit 1 µl des vom Hersteller empfohlenen NEBuffer 2 vermischt. 
Anschließend wurde das Reaktionsgemisch für 50 Minuten bei 60 °C im Thermomixer inkubiert.
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Zur Identifikation der k-ras Mutationen in Codon 13 wurden 8 µl der in der PCR gewonnenen DNA 
mit 1 µl HaeIII, sowie 1 µl NEBuffer 4 vermischt und für 60 Minuten bei 37 °C zur Reaktion 
gebracht.
Für den Nachweis der Mutationen in den Positionen 1 und 2 des k-ras Codons 61 wurden 8 µl des 
PCR-Reaktionsproduktes mit 0,5 µl BclI, sowie mit 1 µl NEBuffer 3 vermischt und anschließend 
für 240 Minuten bei 50 °C im Thermomixer inkubiert.
Zur Entdeckung der Mutationen in der Position 3 des k-ras Codons 61 wurden 8 µl der 
vervielfältigten DNA mit 1 µl MseI, 1 µl NEBuffer 4 und 0,5 µl BSA vermischt und anschließend 
für 60 Minuten bei 37 °C zur Reaktion gebracht.
In der Tab. 13 sind die einzelnen Ansätze für die Restriktionsverdau-Reaktionen zusammengefasst. 
Die exakte Zusammensetzung der verwendeten Buffer ist unter Punkt 3.1.1 in der Tab. 6 dargestellt.
Tab. 13: Zusammensetzung der Versuchsansätze für die Restriktionsverdaue
k-ras Mutation Zusammensetzung des Restriktionsverdaus
Codon 12 8,0 µl DNA (PCR-Produkt)
1,0 µl BstNI
1,0 µl BSA
1,0 µl NEBuffer 2
Codon 13 8,0 µl DNA (PCR-Produkt)
1,0 µl HaeIII
1,0 µl NEBuffer 4
Codon 61 
(Mutationen an Position 1 und 2)
8,0 µl DNA (PCR-Produkt)
0,5 µl BclI
1,0 µl NEBuffer 3
Codon 61 
(Mutationen an Position 3)
8,0 µl DNA (PCR-Produkt)
1,0 µl MseI
0,5 µl BSA
1,0 µl NEBuffer 4
3.6 Agarose-Gelelektrophorese
3.6.1 Herstellung des Agarose-Gels
Zur Herstellung des Agarose-Gels musste zunächst ein fünfzigfach-konzentrierter TAE-Puffer 
hergestellt werden. Dieser wurde angefertigt, indem man 242,28 g/l Tris (2,00 mol/l), mit 18.61 g/l 
EDTA-Na (0.05 mol/l) und 60.05 g/l Essigsäure (1,00 mol/l) mischte und anschließend durch 
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Titration mit NaOH einen pH-Wert von 8,0 einstellte. Danach wurden 20 ml dieses Puffers mit 
destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefüllt, so dass man einfach konzentrierten TAE-Puffer erhielt. 
Von diesem wurden 150 ml in einen Erlenmeyerkolben gegeben und mit 6 g Agarose vermischt. 
Durch dieses Mischungsverhältnis erhielt man ein 4-prozentiges Agarose-Gel, das sich für die 
Auftrennung der relativ kleinen DNA-Fragmente, die in dieser Arbeit entstanden, optimal eignete. 
Das Gemisch wurde in einer Mikrowelle zum Kochen gebracht und anschließend unter ständigem 
Durchmischen mit dem Magnetrührer solange abgekühlt, bis eine gleichmäßig farblose, 
luftblasenfreie und homogene gelartige Flüssigkeit entstanden war. Diesem Gel wurden 
anschließend 10 µl des roten Phenanthridin-Farbstoffes Ethidiumbromid hinzugegeben, welcher 
dazu dient, eine Anfärbung der DNA-Bestandteile unter der UV-Lampe zu erreichen, da diese 
Substanz sich an die DNA-Stränge anlagert. Nach dem Durchmischen konnte das Gel in einer 
Kammer ausgegossen und Plastikkämme, die die Form der Taschen für die spätere Auftragung der 
DNA bildeten, konnten eingesetzt werden.
Das Gel musste dann etwa eine Stunde auskühlen und wurde fest. Anschließend ließen sich die 
Kämme entfernen und das Gel wurde in eine Elektrophoresekammer, gefüllt mit einfach 
konzentriertem TAE-Puffer, überführt. Im Anschluss konnte man beginnen, die DNA aufzutragen 
und die Elektrophorese zu starten.
3.6.2 Ablauf der Agarose-Gelelektrophorese
Nach Beendigung der Inkubation mit den Restriktionsenzymen wurden jeweils 9 µl der 
Reaktionsprodukte gründlich mit einem SDS-haltigen Puffer (Gel Loading Dye, Blue (6X))
durchmischt. Ebenso wurde mit dem reinen PCR-Produkt verfahren. Anschließend füllte man 
jeweils in nebeneinander liegende Taschen des Agarose-Gels die unverdaute DNA und die mit 
Restriktionsenzym gemischte DNA. 
In die erste Tasche des Agarose-Gels wurde Low MW Ladder 100-Basenpaar-Leiter gefüllt um 
Vergleichswerte für die einzelnen DNA-Banden zu haben. Dieser Basenpaar-Leiter ermöglicht eine 
Differenzierung von DNA-Fragmenten, die eine Länge zwischen 25 und 766 bp haben.
Waren die Taschen des Gels gefüllt, wurde die Elektrophorese durch Einstellen der Spannung auf 
100 V und Schließen des Stromkreises gestartet. Die Elektrophorese wurde exakt 75 Minuten 
durchgeführt. Da die DNA elektrisch negativ geladen ist, läuft sie zum Pluspol. Kleinere DNA-
Abschnitte wandern schneller als größere Nukleinsäurefragmente. Danach konnte das Ergebnis der 
Mutationsanalyse unter der UV-Kamera ausgewertet werden. 
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3.7 Auswertung der Mutationsanalyse
Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Agarose-Gel mit UV-Licht bestrahlt und 
dadurch die einzelnen DNA-Banden sichtbar dargestellt.
Eine Mutation in k-ras Codon 12, welches wie bereits erwähnt mittels einer PCR eines 157 bp 
DNA-Fragmentes und anschließendem Restriktionsverdau detektierbar gemacht werden sollte, 
konnte nachgewiesen werden, indem man neben dem beim nichtmutierten entstehenden 114 bp 
großen Fragment ein 143 bp großes Nukleinsäurefragment sehen konnte. Dieser Zusammenhang ist 
in Abb. 3 dargestellt.
Abb. 3: DNA-Fragmente in der Gelelektrophorese einer Mutationsanalyse für k-ras-Codon 12
Als Voruntersuchung zur Ermittlung der Nachweisgrenze der k-ras-Mutation im Analysematerial 
wurde eine Verdünnungsreihe mit der Zellkultur A-549 erstellt. Dafür wurde diese DNA mit einer 
Kontroll-DNA (Control-DNA 10 ng/ml von Qiagen®) in unterschiedlichen Konzentrationen 
gemischt und dabei ermittelt, bis zu welcher Verdünnung die k-ras-Mutation in Codon 12 sichtbar 
war. Die DNA der Zellkultur A549 wurde zunächst in reiner Form mit der beschriebenen PCR-
Methode für die Detektion der k-ras-Genmutationen im Codon 12 amplifiziert. Daneben wurde die 
DNA von A549 mit der oben genannten Kontroll-DNA im Verhältnis 1:1, 1:3, 1:7, 1:15, 1:31 und 
1:63 gemischt. Anschließend wurden alle betrachteten Gemische mit der beschriebenen RFLP-
Methode durch das Restriktionsenzym BstNI geschnitten. Die Ergebnisse dieser Verdünnungsreihe 
werden unter Punkt 4.4 erläutert.
Für den Mutationsnachweis in k-ras-Codon 13 ist eine PCR eines 270 bp großen DNA-Fragmentes 
durchgeführt worden. Eine Mutation würde sich dadurch zeigen, dass anstatt der normalerweise 
entstehenden Fragmente von 196 bp, 48 bp und 26 bp Länge nun ein Fragment von 74 bp Länge 
entstehen würde. Die Abb. 4 verdeutlicht, wie eine Mutation in k-ras Codon 13 im Vergleich zu 
einer Wildtypvariante aussieht.
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Abb. 4: DNA-Fragmente in einer Gelelektrophorese einer Mutationsanalyse für k-ras-Codon 13
Der Nachweis von Mutationen an den Positionen 1 und 2 des Codons 61 des k-ras Genes ist durch 
Amplifikation eines 95 bp langen DNA-Fragmentes möglich. Eine nichtmutierte DNA liefert zwei 
Fragmente, eines mit 73 bp, eines mit 22 bp Länge. Eine mutierte Variante dieses Genes würde 
ausschließlich das 95 bp-Fragment entstehen lassen, da das Restriktionsenzym BclI die mutierte 
DNA nicht schneiden kann. In Abb. 5 ist dargestellt, wie eine Mutation in k-ras Codon 61 in der 
Agarose-Gelelektrophorese detektierbar ist. Dabei ist zu beachten, dass, da es sich bei den Mutanten 
meist um heterozygote Formen handelt, neben dem nur bei Mutationen vorkommenden 95 bp 
großen Teilstück auch nichtmutierte 73 bp und 22 bp große DNA-Fragmente entstehen.
Abb. 5: DNA-Fragmente in der Gelelektrophorese einer Mutationsanalyse für k-ras-Codon 61 an 
den Positionen 1 und 2
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Mutationen an Position 3 des k-ras Codons 61 erforderten eine PCR eines 88 bp langen Fragmentes, 
eine Mutation würde durch Entstehen eben dieses 88 bp langen Stückes nach dem 
Restriktionsverdau erkennbar sein, da das Enzym MseI nur dann schneidet, wenn keine Mutation 
vorliegt. Ist dies der Fall, so entstehen zwei DNA-Fragmente einer Größe von 70 bp und 18 bp.
Abschließend sei angemerkt, dass im Rahmen dieser Arbeit alle PCR-RFLP und anschließende 
Gelelektrophoreseuntersuchungen in Doppelanalysen durchgeführt worden und gefundene bzw. 
nichtvorhandene k-ras-Mutationen bestätigt bzw. ausgeschlossen worden.
3.8 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen SigmaStat 2004 Version 3.11 und 
SigmaPlot 2004 Version 9.0 von Systat Software, Inc.®.
Da es sich bei der Aussage, ob eine k-ras-Mutation vorliegt oder nicht, um eine rein qualitative 
Aussage handelt, wurde zur Auswertung der Chi-Quadrat-Test verwendet. Lag die betrachtete 
Fallzahl für eine untersuchte Aussage bei kleiner oder gleich 10, so wurde Fishers exakter Test 
verwendet, der für diese kleinen untersuchten Mengen eine bessere statistische Aussagekraft hat.
Als Signifikanzniveau, ab dem von einer statistisch signifikanten Aussage ausgegangen werden 
kann, wurde wie allgemein üblich ein p < 0,05 vorausgesetzt. Bei einem p < 0,01 wird im 
Folgenden von starker Signifikanz gesprochen.
Relative Risiken und Odds Ratios wurden für bestimmte Riskokonstellationen mit dazugehörigen 
95%-Konfidenzintervallen bestimmt. 95%-Konfidenzintervalle wurden generell nach der Wilson-
Score-Methode ermittelt.
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4. Ergebnisse
4.1 Charakterisierung der Patientenkollektive
Es wurden 167 zytologische Proben von Patienten untersucht, die an der Robert-Koch-Klinik, dem 
Thoraxzentrum des Klinikums St. Georg in Leipzig, bronchoskopiert worden und bei denen 
histologisch oder zytologisch die Diagnose eines nichtkleinzelligen Lungenkarzinoms gestellt 
wurde. Die Proben wurden vom 01. Januar 2005 bis zum 01. Januar 2010 gesammelt und im 
zytologischen Labor der Robert-Koch-Klinik archiviert.
Die Patienten wurden einem histologischen Subtyp nach der WHO-Klassifikation von 1999, die 
2004 von der IARC Lyon ergänzt wurde, zugeordnet (Vgl. Travis et al., 2004). Die Begriffe 
undifferenziertes und großzelliges Karzinom wurden und werden, wie bereits erwähnt, etwas 
vereinfachend in dieser Arbeit synonym verwandt. Alle großzelligen einschließlich der 
neuroendokrinen großzelligen Karzinome werden für die statistische Auswertung als eine 
einheitliche histologische Subgruppe des NSCLC behandelt.
Aufgrund der Probenakquirierung im oben genannten Zeitraum erfolgte eine Einordnung in ein 
Tumorstadium nach der 6. Edition der TNM-Klassifikation (Vgl. Sobin und Wittekind, 2002) und 
nicht nach der seit dem 01. Januar 2010 gültigen 7. Edition, die unter Punkt 1.1.4.1 ausführlich 
dargestellt wurde. Es konnten im Rahmen dieser Arbeit lediglich 117 Patienten eindeutig in ein 
Stadium nach dem TNM-Klassifikationssystem eingeordnet werden. Bei den anderen 50 
untersuchten Patienten war das aufgrund fehlender bzw. unvollständiger Staging-Untersuchungen 
nicht möglich. Ursache dafür waren unter anderem eine fehlende Bereitschaft zur weiteren 
medizinischen Behandlung bzw. ein Wechsel des Wohnortes oder ein frühzeitiger Tod nach 
Diagnosestellung.
Neben den 167 zytologischen Proben wurden im Rahmen der Arbeit 49 histologische Proben von 
Patienten auf ihren k-ras-Muationsstatus untersucht, die bei einer Operation in der Klinik für 
Thoraxchirurgie am Städtischen Klinikum St. Georg gewonnen worden.
4.1.1 Charakterisierung der NSCLC-Patientengruppe
Wie bereits erwähnt, konnten 167 zytologische Präparate von Patienten mit der Diagnosestellung 
eines nichtkleinzelligen Lungenkarzinoms untersucht werden.
In Tab. 14 wird die Verteilung der Patienten auf die verschiedenen histologischen Subtypen des 
NSCLC aufgeführt. 
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Tab. 14: Verteilung der histologischen Subtypen innerhalb der untersuchten Patienten
Histologischer Subtyp Gesamt Männer Frauen Alter in Jahren
Adenokarzinom n = 88 (52,7 %) n = 52 (43,0 %) n = 36 (78,3 %) 67,1 ± 11,2
Plattenpithelkarzinom n = 43 (25,7 %) n = 40 (33,0 %) n = 3 (6,5 %) 67,8 ± 8,8
großzelliges NSCLC n = 31 (18,6 %) n = 25 (20,7 %) n = 6 (13,0 %) 65,4 ± 8,4
Andere Histologien n = 5 (3,0 %) n = 4 (3,3%) n = 1 (2,2 %) 65,9 ± 13,4
Gesamt
davon Männer:
davon Frauen:
n = 167 n = 121 (72,5 %)
n = 121
n = 0
n = 46 (27,5 %)
n = 0
n = 46
66,8 ± 10,2
67,2 ±  9,8
65,7 ± 11,3
Unter den 167 Patienten befanden sich 121 Männer und 46 Frauen, damit machten Männer einen 
Anteil von 72,5 Prozent an der untersuchten Population aus, 27,5 Prozent der untersuchten Personen 
waren weiblich. Die Männer waren im Mittel 67,2 ± 9,8 Jahre alt, während die weiblichen 
Patientinnen durchschnittlich etwas jünger waren, bei ihnen betrug das mittlere Alter 65,7 ± 11,3 
Jahre.
Es gab in der Untersuchungspopulation 88 Patienten mit einem histologisch bzw. zytologisch 
gesicherten Adenokarzinom. Darunter befanden sich 52 Männer, was einem relativen Anteil von 
etwa 43 Prozent der gesamten untersuchten Männer mit NSCLC entspricht. Es wurden die 
zytologischen Proben von 36 Frauen mit einem Adenokarzinom für die Untersuchung akquiriert. 
Das bedeutet, dass insgesamt 78,3 Prozent des gesamten Untersuchungsmaterials der weiblichen 
Patientinnen, als Adenokarzinom klassifizierbar waren. Betrachtet man Männer und Frauen der 
Untersuchungspopulation insgesamt, hatten 51 Prozent aller untersuchten Patienten ein 
Adenokarzinom, was angesichts der allgemein angenommenen Häufigkeiten von 28 Prozent bei 
Männern und 42 Prozent bei Frauen ein recht hoher Anteil an Adenokarzinomen ist (Vgl. Parkin et 
al., 2002). Generell gibt es aber immer mehr europäische Staaten, in denen die Inzidenz des 
Adenokarzinoms deutlich angestiegen ist und mittlerweile über der der Plattenepithelkarzinome 
liegt (Vgl. Curado et al., 2007). Die Patienten mit Adenokarzinom waren im Mittel 67,1 ± 11,2 
Jahre alt.
Mit der Diagnose Plattenepithelkarzinom konnten 43 Fälle gesichert werden, darunter befanden sich 
40 Männer und 3 Frauen. Damit lag die Plattenepithelkarzinom-Gesamthäufigkeit innerhalb der 
untersuchten Patientenpopulation bei 25,7 Prozent, etwa 33 Prozent der Männer und 6,5 Prozent der 
Frauen litten daran. Verglichen mit weltweiten epidemiologischen Daten, die eine Häufigkeit von 
44 Prozent der an Lungenkarzinomen erkrankten Männer und 25 Prozent der Frauen angeben (Vgl. 
Parkin et al., 2002), war die Häufigkeit dieses histologischen Tumortypes eher gering. Die Patienten 
mit Plattenepithelkarzinomen waren im Mittel 67,8 ± 8,8 Jahre alt.
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Unter den 29 untersuchten Patienten mit einem großzelligen NSCLC befanden sich 23 Männer und 
6 Frauen (13 Prozent aller untersuchten Frauen). In dieser Gruppe hatten zwei Männer ein
neuroendokrines großzelliges Karzinom, während alle anderen Patienten und Patientinnen andere 
von der WHO klassifizierte Typen des großzellige Karzinoms aufwiesen. Relativ gesprochen waren 
20,7 Prozent aller untersuchten Männer der Untersuchungspopulation von einem undifferenzierten 
bzw. einem großzelligen Karzinom betroffen. Die Patienten mit einem großzelligen oder einem 
undifferenzierten nichtkleinzelligen Lungenkarzinom waren im Durchschnitt 65,4 ± 8,4 Jahre alt.
Unter der Zeile „Andere Histologien“ sind alle Patienten aufgeführt, die einen histologischen 
Subtyp abweichend von den drei oben genannten aufwiesen. Darunter subsummiert sind jeweils ein 
männlicher Patient mit adenosquamösem, einer mit mukoepidermoidem sowie einer mit 
gemischtzelligem Lungenkarzinom. Daneben umfasst diese Gruppe einen Patienten, bei dem die 
Diagnose typisches und eine Patientin, bei der die Diagnose atypisches Karzinoid gestellt werden 
konnte. Im Mittel waren die Patienten, die unter der Rubrik „Andere Histologien“ subsummiert 
worden, 65,9 ± 13,4 Jahre alt. In Abb. 6 ist die gesamte Verteilung der Tumorhistologien der für 
diese Arbeit untersuchten nichtkleinzelligen Lungenkarzinome dargestellt. Die Unterteilung der 
Untersuchungspopulation in Männer und Frauen wird in dieser Abbildung dann noch einmal 
gesondert verdeutlicht. Dort werden die großen Unterschiede zwischen den relativen Häufigkeiten 
der einzelnen histologischen Subtypen des nichtkleinzelligen Lungenkarzinoms bei 
geschlechtsspezifischer Betrachtung visualisiert.
Abb. 6: Verteilung der histologischen Subtypen innerhalb der NSCLC-Patientengruppe
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Ein Vergleich der Verteilung der histologischen Subtypen zwischen dieser Arbeit und der allgemein 
angenommenen Verteilung bei Männern und Frauen (Vgl. Parkin et al., 2002 und Travis et al., 
2004) wird in Abb. 7 verdeutlicht. Dabei wird, wie bereits erwähnt, nochmal die 
überdurchschnittlich hohe Anzahl von Adenokarzinomen unter der betrachteten 
Untersuchungspopulation deutlich.
Abb. 7: Vergleich der Häufigkeiten von Adeno- und Plattenepithelkarzinomen
4.1.1.1 Charakterisierung der Patienten nach dem Tumorstadium
In Tab. 15 wird dargestellt, in welchem Tumorstadium sich die untersuchten Patienten befanden, bei 
denen zytologisches Untersuchungsmaterial gewonnen wurde. Die Prozentangaben in der Spalte 
„Gesamt“ geben den Anteil an der untersuchten Gesamtpopulation an, während die Angaben hinter 
den jeweiligen absoluten Zahlen bei Männern und Frauen den Anteil der jeweiligen Männer oder 
Frauen an der Gesamtzahl der untersuchten Männer bzw. Frauen angeben.
Wie bereits erwähnt, konnten von den für diese Arbeit rekrutierten 167 Patienten, deren 
zytologisches Untersuchungsmaterial untersucht wurde, lediglich 117 eindeutig in ein Stadium nach 
dem internationalen TNM-Klassifikationssystem eingeordnet werden. Bei den anderen 50 
untersuchten Patienten, wo das aufgrund der bereits genannten Gründe nicht möglich war, wurde 
das Stadium für die statistische Auswertung mit „unbekannt“ klassifiziert. 
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Tab. 15: Einteilung der zytologisch analysierten Patienten nach Tumorstadien
Stadium Gesamt (n = 167) Männer (n = 121) Frauen (n = 46)
IA 4 (2,4 %) 3 (2,5 %) 1 (2,2 %)
IB 16 (9,6 %) 13 (10,7 %) 3 (6,5 %)
IIA 1 (0,6 %) 1 (0,8 %) 0
IIB 2 (1,2 %) 2 (1,7 %) 0
IIIA 10 (6,0 %) 8 (6,6 %) 2 (4,3 %)
IIIB 26 (15,6 %) 22 (18,2 %) 4 (8,7 %)
IV 58 (34,7 %) 35 (28,9 %) 23 (50,0 %)
unbekannt 50 (29,9 %) 37 (30,6 %) 13 (28,3 %)
Von den insgesamt 167 Patienten, konnten 4 Patienten dem Stadium IA zugeordnet werden, wobei 
darunter 3 Männer und 1 Frau waren. Im Tumorstadium IB waren insgesamt 16 Patienten bei 
Diagnosestellung, 13 davon waren männlich, 3 weiblich. Im Stadium II konnten lediglich 3 Männer 
für die Studie gewonnen werden, einer davon in Stadium IIA und die zwei anderen im Stadium IIB. 
Mit einer Manifestation der Tumorerkrankung im Stadium IIIA konnten 8 Männer und 2 Frauen in 
die Untersuchung eingeschlossen werden, das Stadium IIIB lag insgesamt bei 26 Patienten, davon 
22 Männer und 4 Frauen, vor. Die Mehrzahl der Patienten befand sich im fortgeschrittenen 
metastasierten Stadium IV. 58 Patienten in diesem Tumorstadium wurden in die Studie 
eingeschlossen, unter ihnen waren 25 Männer und 23 Frauen.
Nicht eindeutig in ein Stadium klassifizierbar waren die Lungentumoren bei 50 Patienten, von 
denen 37 männlich und 13 weiblich waren.
Die prozentualen Angaben in Klammern in Tab. 15 (siehe oben) beziehen sich dabei auf die 
Patientengesamtzahl. Um eine bessere Aussage über die tatsächliche Häufigkeit der einzelnen 
Tumorstadien in der betrachteten gesamten Untersuchungspopulation zu machen, wurden in der 
Tab. 16 die relativen Häufigkeiten der einzelnen Tumorstadien ohne die 50 Patienten, bei denen das 
Tumorstadium unbekannt war, betrachtet. Die Stadien I und II wurden in Tab. 16 zusammengefasst 
betrachtet.
Tab. 16: Einteilung der zytologisch analysierten Patienten nach Tumorstadien (ohne Patienten, bei 
denen das Staging unvollständig war)
Stadium Patienten (n = 117)
I oder II 23 (19,7 %)
IIIA 10 (8,5 %)
IIIB 26 (22,2 %)
IV 58 (49,6 %)
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4.1.1.2 Charakterisierung der histologisch untersuchten Patienten nach dem Tumorstadium
Bei den 49 Patienten, von denen neben den zytologischen Präparaten auch histologische Proben in 
Form von FFPE analysiert worden, konnten 27 eindeutig mittels des TNM-Schemas in ein 
Erkrankungsstadium eingeteilt werden. Bei 22 Patienten musste das Krankheitsstadium als 
„unbekannt“ klassifiziert werden. Tab. 17 beschreibt die untersuchten histologischen Proben der 
operativ behandelten Patienten. Der verhältnismäßig hohe Anteil früher Tumorstadien und dass nur 
bei 3 Patienten mit den Tumorstadien IIIB oder IV histologisches Material vorliegt, ist damit 
erklärbar, dass Tumoren in diesen Stadien nach der evidenzbasierten Leitlinie normalerweise keiner 
operativen Therapie zugeführt werden (Vgl. Goeckenjan et al., 2010).
Insgesamt gab es unter den 40 Männern und 9 Frauen der untersuchten Patientengruppe 3 Patienten 
in Stadium IA, wovon 2 männlich und 1 weiblich waren. Im Tumorstadium IB lagen bei 15 
Patienten Tumoren vor, darunter befanden sich 12 Männer und 3 Frauen.
Im Stadium IIA konnte lediglich ein Mann für die Untersuchung evaluiert werden, im Stadium IIB 
befand sich keiner der betrachteten Patienten. 
Das Tumorstadium IIIA lag bei 5 Patienten vor, von denen 3 männlich und 2 weiblich waren. Das 
Stadium IIIB gab es lediglich bei 2 männlichen Patienten, bei einem Mann lag bereits ein 
metastasiertes Tumorleiden im Stadium IV vor.
Bei 22 Patienten, 19 Männer und 3 Frauen, konnte das Tumorstadium aufgrund unvollständigen 
Stagings nur als unbekannt klassifiziert werden.
Tab. 17: Einteilung der Patienten, bei denen FFPE analysiert worden, nach Tumorstadien
Stadium Gesamt (n = 49) Männer (n = 40) Frauen (n = 9)
IA 3 (6,2 %) 2 (5,0 %) 1 (11,1 %)
IB 15 (30,6 %) 12 (30,0 %) 3 (33,3 %)
IIA 1 (2,0 %) 1 (2,5 %) 0
IIB 0 0 0
IIIA 5 (10,2 %) 3 (7,5 %) 2 (22,3 %)
IIIB 2 (4,1 %) 2 (5,0 %) 0
IV 1 (2,0 %) 1 (2,5 %) 0
unbekannt 22 (44,9%) 19 (47,5 %) 3 (33,3%)
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4.1.1.3 Vergleichende Betrachtung der Stadienhäufigkeiten in den untersuchten Materialien
Es ist nicht verwunderlich und kann eindeutig bestätigt werden, dass im Patientengut der operierten 
Personen die niedrigen Tumorstadien überwiegen, da diese ja bevorzugt der operativen Therapie 
zugänglich sind, während die zytologisch untersuchten Patienten zum Zeitpunkt der 
Diagnosestellung oft schon in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien III oder IV waren. Diese 
Feststellung deckt sich annähernd mit den weltweit allgemein angenommenen Häufigkeiten der 
Tumorstadien bei Erstdiagnose, nach denen in 25 bis 30 Prozent der nichtkleinzelligen 
Lungenkarzinome im Stadium I oder II (Vgl. Scott et al., 2007), 15 bis 20 Prozent im Stadium IIIA 
(Vgl. Brambilla und Lantuejoul, 2009) und etwa 10 bis 15 Prozent im Stadium IIIB (Vgl. Jett et al., 
2007) entdeckt werden. Bei ungefähr 40 Prozent der Patienten, werden nichtkleinzellige 
Lungentumoren erst im metastasierten Stadium IV diagnostiziert (Vgl. Socinski et al., 2007).
Eine anschauliche Gegenüberstellung der Anzahl der Patienten in den unterschiedlichen 
Tumorstadien bei Diagnosestellung ist in Abb. 8 dargestellt. Grundlage für diese Abbildung bildet 
Tab. 16, also die Tabelle, in denen die Patienten, bei denen das Tumorstadium unbekannt war, nicht 
vorkommen. Die weltweite Prävalenz entspricht den oben genannten Daten der zitierten Arbeiten.
Es kann also geschlussfolgert werden, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit etwas mehr 
Patienten in den hohen fortgeschrittenen Tumorstadien IIIB und IV analysiert worden als verglichen 
mit der weltweiten Häufigkeit der Tumoren in diesen Stadien anzunehmen wäre, während der Anteil 
der potentiell operablen Stadien I, II und IIIA in der vorliegenden Arbeit etwas unterrepräsentiert im 
weltweiten Häufigkeitsvergleich war.
Abb. 8: Vergleich der Häufigkeiten der Tumorstadien der NSCLC-Untersuchungspopulation mit der 
weltweiten Inzidenz 
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4.1.2 Charakterisierung der Vergleichsgruppe
Die untersuchte Vergleichsgruppe bestand aus 23 Patienten, bei denen im Rahmen der 
pneumologischen Diagnostik bei ambulanten Untersuchungen oder einem stationären Aufenthalt an 
der Robert-Koch-Klinik eine Bronchoskopie durchgeführt wurde. 
In Tab. 18 wird die untersuchte Population der Vergleichspatienten näher beschrieben. Unter den 
Patienten befanden sich 10 Männer und 13 Frauen mit einem mittleren Alter von 60,9 ± 14,0 
Jahren. Unter den 23 Patienten hatten 9 keinen malignen Tumor, 8 Patienten hatten ein kleinzelliges 
Lungenkarzinom und 6 Patienten eine Lungenmetastase eines extrapulmonalen Tumors.
Die Patienten ohne Tumor waren im Mittel 55,1 ± 18,0 Jahre alt, darunter befanden sich 3 Männer 
und 6 Frauen. Die SCLC-Patienten waren im Mittel 62,3 ± 9,2 Jahre alt. Es konnten 3 Männer und 
5 Frauen mit dieser Diagnose für die Studie evaluiert werden.
Die Patienten mit Lungenmetastasen extrapulmonaler Tumoren waren im Mittel 67,7 ± 10,7 Jahre 
alt. Unter ihnen waren 4 Männer und 2 Frauen.
Tab. 18: Allgemeine Charakterisierung der Vergleichsgruppe
Gesamt
n = 23
Pat. ohne Tumor
n = 9
SCLC-Pat.
n = 8
Metastasenpatienten
n = 6
Alter in Jahren 60,9 ± 14,0 55,1 ± 18,0 62,3 ± 9,2 67,7 ± 10,7
Männer n = 10 (43,5 %) n = 3 (33,3 %) n = 3 (37,5 %) n = 4 (66,7 %)
Frauen n = 13 (56,5 %) n = 6 (66,7 %) n = 5 (62,5 %) n = 2 (33,3 %)
4.2 Charakterisierung der Untersuchungsmaterialien
4.2.1 Charakterisierung der zytologischen Untersuchungsmaterialien
Die zytologischen Untersuchungsmaterialien, die in der Bronchoskopie der Robert-Koch-Klinik in 
Leipzig-Grünau gewonnen worden, sind unter Gliederungspunkt 3.3.1 bereits ausführlich 
beschrieben worden. 
Die Häufigkeitsverteilung der einzelnen histologischen Tumortypen, die in den unterschiedlichen 
Untersuchungsmaterialien diagnostiziert worden sind, ist in Tab. 19 dargestellt. Dabei wurden 
unterhalb des jeweiligen zytologischen Untersuchungsmaterials die Anzahl der in diesem Material 
analysierten einzelnen Tumorentitäten aufgeschlüsselt. In den beiden letzten Spalten ist die Anzahl 
der vorkommenden Mutationen im jeweiligen histologischen Tumortyp im entsprechenden 
zytologischen Präparat angegeben.
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Tab. 19: Darstellung der k-ras-Mutationen verteilt auf die unterschiedlichen zytologischen 
Unterschungsmaterialien
Untersuchungsmaterial Objektträger Mutationen unfixiertes Material Mutationen
Pleurapunktionsflüssigkeit 21 14 18 2
Adenokarzinome 17 12 16 2
Plattenepithelkarzinome 1 0 0 0
undifferenziertes NSCLC 3 2 2 0
andere Histologien 0 0 0 0
perkutane Herdpunktionen 29 15 0 0
Adenokarzinome 12 9 0 0
Plattenepithelkarzinome 8 2 0 0
undifferenziertes NSCLC 8 3 0 0
andere Histologien 1 1 0 0
Katheterbiopsien 18 5 6 1
Adenokarzinome 7 3 4 0
Plattenepithelkarzinome 7 0 1 0
undifferenziertes NSCLC 4 2 1 1
andere Histologien 0 0 0 0
Probeexzisionen 22 14 2 0
Adenokarzinome 5 3 0 0
Plattenepithelkarzinome 14 9 2 0
undifferenziertes NSCLC 1 1 0 0
andere Histologien 2 1 0 0
Bürstenbiopsien 19 11 3 2
Adenokarzinome 6 5 3 2
Plattenepithelkarzinome 4 2 0 0
undifferenziertes NSCLC 8 3 0 0
andere Histologien 1 1 0 0
perbronchiale Punktionen 10 7*, ** 0 0
Adenokarzinome 6 5* 0 0
Plattenepithelkarzinome 3 1 0 0
undifferenziertes NSCLC 1 1** 0 0
andere Histologien 0 0 0 0
Ascitespunktionen 2 2 4 1
Adenokarzinome 2 2 4 1
Plattenepithelkarzinome 0 0 0 0
undifferenziertes NSCLC 0 0 0 0
andere Histologien 0 0 0 0
Lympknotenpunktionen 6 4* 0 0
Adenokarzinome 1 1* 0 0
Plattenepithelkarzinome 3 2 0 0
undifferenziertes NSCLC 2 1 0 0
andere Histologien 0 0 0 0
Thorakoskopiepunktionen 5 3 0 0
Adenokarzinome 4 3 0 0
Plattenepithelkarzinome 0 0 0 0
undifferenziertes NSCLC 1 0 0 0
andere Histologien 0 0 0 0
Endosonographische 2 0 0 0
Adenokarzinome 1 0 0 0
Plattenepithelkarzinome 0 0 0 0
undifferenziertes NSCLC 0 0 0 0
andere Histologien 1 0 0 0
*darunter befindet sich auch eine Patientin, die sowohl eine Mutation in Codon 12 als auch in Codon 61 aufwies. Diese Mutationen bei ein 
und derselben Patientin wurden für die statistische Auswertung als eine Mutation gewertet. 
** darunter befindet sich auch ein Patient, der eine Mutation in Codon 13 aufwies. 
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Beispiele für die mikroskopische Morphologie der zytologischen Materialien, die in dieser Arbeit 
verwendet worden, sind in den folgenden Abbildungen dargestellt. Bei Abb. 9 handelt es sich um 
das zytologische Präparat eines Pleurapunktats des Adenokarzinoms einer an diesem Tumor
erkrankten Patientin.
Abb. 9: Zytologisches Präparat der Pleuraflüssigkeit eines Adenokarzinoms 
In Abb. 10 ist ein Plattenepithelkarzinom eines männlichen Patienten zu sehen, das im Rahmen 
einer Probexzision gewonnen und auf einem Objektträger fixiert wurde.
Abb. 10: Zytologisches Präparat eines Plattenepithelkarzinoms der Lunge
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4.2.2 Charakterisierung der histologischen Materialien
Eine Übersicht über die histologischen Subtypen der Tumoren in den Paraffinpräparaten, die im 
Rahmen operativer Eingriffe an der Thoraxchirurgie des Klinikums St. Georg in Leipzig-Eutritzsch 
entnommen worden, stellt Tab. 20 dar.
Darunter befanden sich 10 Adenokarzinome, was einer relativen Häufigkeit von 20,4 Prozent der 
untersuchten Tumoren entspricht. Unter den Patienten mit Adenokarzinomen waren 6 Männer  und 
4 Frauen. Damit hatten relativ gesehen 15,0 Prozent der operierten Männer und 44,4 Prozent der 
untersuchten Frauen ein Adenokarzinom. Der Anteil dieser Tumorhistologie ist verglichen mit der 
Häufigkeit dieses Tumors in den untersuchten zytologischen Materialien deutlich niedriger.
Eine deutlich größere Anzahl der operativ behandelten Patienten hatte ein Plattenepithelkarzinom. 
21 Patienten und damit relativ 42,9 Prozent der in der Untersuchung eingeschlossenen Patienten 
hatten diese Diagnose gestellt bekommen. Auffällig ist, dass darunter 20 Männer waren, was der 
Hälfte aller Männer der betrachten Population entspricht. Nur bei einer Frau (entspricht 11,1 
Prozent aller Frauen) konnte die Diagnose Plattenepithelkarzinom gestellt werden.
Mit der Klassifizierung großzelliges Lungenkarzinom konnten Paraffinschnitte von 15 Patienten,
relativ 30,6 Prozent der untersuchten Patienten, analysiert werden. Darunter befanden sich 12 
Männer, was einem Anteil von 30 Prozent an allen Männern der betrachteten Tumorpatienten 
entspricht. Bei 3 Frauen wurde die Diagnose undifferenziertes NSCLC gestellt, das entspricht einem 
relativen Anteil von 33,3 Prozent an allen betrachteten operativ behandelten Patientinnen.
Weiterhin litt genau ein Mann an einem adenosquamösem Karzinom, und bei einer Frau sowie 
einem weiteren männlichen Patienten konnte die Diagnose eines typischen bzw. atypischen
Karzinoids gestellt werden.
Tab. 20: Übersicht über die untersuchten histologischen Subtypen in den FFPE
Histologischer Subtyp Gesamt (n = 49)
Adenokarzinome
Gesamt 10 (20,4 %)
Männer 6 (15,0 %)
Frauen 4 (44,5 %)
Plattenepithelkarzinome
Gesamt 21 (42,9 %)
Männer 20 (50,0 %)
Frauen 1 (11,1 %)
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Fortsetzung Tab. 20: Übersicht über die untersuchten histologischen Subtypen in den FFPE
undifferenziertes NSCLC
Gesamt 15 (30,6 %) 
Männer 12 (30,0 %)
Frauen 3 (33,3 %)
adenosquamöses Karzinom
Gesamt 1 (2,0 %)
Männer 1 (2,5 %)
Frauen 0 (0,0 %)
Karzinoide
Gesamt 2 (4,1 %)
Männer 1 (2,5 %)
Frauen 1 (11,1 %)
4.3 DNA-Isolation und Vermessung
Wie unter 3.4.2 dargestellt, wurde die DNA aus den zytologischen und den histologischen 
Materialien isoliert. 
Der Vergleich der Mittelwerte zwischen dem DNA-Gehalt der zytologischen und der histologischen 
Proben ergab, dass in den zytologischen Proben der NSCLC-Gruppe im Durchschnitt 22,584 ng/ml 
± 35,775 ng/ml DNA isoliert werden konnten. Dagegen befand sich im histologischen Material im 
Mittel 59,186 ng/ml ± 36,804 ng/ml Desoxyribonukleinsäure. 
Die hohen Standardabweichungen der Mittelwerte belegen, dass es große Unterschiede in der 
DNA-Menge sowohl innerhalb des zytologischen Untersuchungsgutes als auch unter den 
histologischen Paraffinpräparaten gab und man keine Aussage bezüglich einer allgemein 
notwendigen Menge für die vorliegenden PCR-RFLP-Untersuchungen machen kann. 
4.4 Tumormenge und Nachweisgrenze der k-ras Mutation im zytologischen Material
Die zytologischen Untersuchungsmaterialien wurden im klinikeigenen zytologischen Labor der 
Robert-Koch-Klinik in Leipzig analysiert und neben der Bestimmung des histologischen Subtyps 
des NSCLC wurde die relative Anzahl von Tumorzellen an der Gesamtzellzahl des Präparates 
mikroskopisch approximiert.
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patientenproben hatten den in Tab. 21 dargestellten 
prozentualen Anteil an Tumorzellen.
4. Ergebnisse
54
Tab. 21: Übersicht über die Tumorzellanteile in den zytologischen Untersuchungsmaterialien
Tumorzellen in Prozent Anzahl der Patientenproben Anzahl der k-ras-Mutationen (relativ)
100 34 17 (50,0 %)
90 14 8 (57,1 %)
80 28 13 (46,4 %)
75 1 1 (100,0 %)
70 5 2 (40,0 %)
60 7 3 (42,9 %)
50 12 5 (41,7 %)
40 16 8 (50,0 %)
30 18 9 (50,0 %)
25 2 1 (50,0 %)
20 8 4 (50,0 %)
10 9 5 (55,6 %)
5 7 5 (71,4 %)
1 6 0 (0,0 %)
Betrachtet man die relativen Angaben in der obigen Tabelle genauer, ist ersichtlich, dass alle 
Materialien, die einen Tumoranteil von mindestens 5 Prozent enthielten, zusammengefasst eine 
mittlere k-ras-Mutationsrate von 50,3 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 42,7 bis 57,9 Prozent)
aufwiesen, in absoluten Zahlen enthielten 81 von 161 untersuchten Präparaten eine k-ras-Mutation. 
Die 6 zytologischen Präparate, in denen der Anteil maligner Zellen lediglich 1 Prozent betrug, 
wiesen allesamt keine detektierbare k-ras-Mutation auf. Es kann daher vermutet werden, dass die 
Detektionsmethode nicht ausreicht, um Mutationen im k-ras-Gen bei dieser kleinen Anzahl an 
Tumorzellen im zytologischen Präparat nachzuweisen.
Aus diesem Grund und zur Ermittlung der unteren Nachweisgrenze der k-ras-Mutation im 
untersuchten Material wurde eine Verdünnungsreihe für die Zellkultur A-549 erstellt. Die DNA der 
Zellkultur wurde mit einer Kontroll-DNA (Control-DNA 10 ng/ml von Qiagen®) in 
unterschiedlichen Konzentrationen gemischt und ermittelt, bis zu welcher Verdünnung die k-ras 
Mutation in Codon 12 sichtbar war. Die DNA der Zellkultur A549 wurde zunächst in reiner Form 
(100 % A549-DNA) mit der beschriebenen PCR-Methode für die Detektion der k-ras 
Genmutationen im Codon 12 amplifiziert. Danach wurde die amplifizierte A549-DNA mit der oben 
genannten Kontroll-DNA im Verhältnis 1:1 (50 % A549-DNA) , 1:3 (25 % A549-DNA), 1:7 (12,5 
% A549-DNA), 1:15 (6,25 % A549-DNA), 1:31 (3,125 % A549-DNA) und 1:63 (1,5625 % A549-
DNA) gemischt. 
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Anschließend wurden alle betrachteten Gemische mit der beschriebenen RFLP-Methode mit dem 
Restriktionsenzym BstNI geschnitten. Das Ergebnis der Verdünnungsreihe ist in Abb. 11 dargestellt.
Abb. 11: Verdünnungsreihe der DNA der Zellkultur A549 
In der Abbildung erkennt man die homozygot vorkommende Mutation in k-ras-Codon 12 bei der 
reinen 100-prozentigen A549-DNA, in abnehmender Konzentration dieser DNA ist diese Mutation 
dann immer schwächer sichtbar.  Die Ergebnisse zeigten, dass, wie der Pfeil in der obigen 
Abbildung verdeutlicht, bis zum Gehalt von 6,25 Prozent A-549 am Gemisch eine k-ras-Mutation 
detektierbar war, während bei 3,125 Prozent Gehalt an A-549 keine Mutation mehr eindeutig 
sichtbar war. 
Damit kann die Aussage gestützt werden, dass eine k-ras-Mutation in Codon 12 bis zu einem Gehalt 
an Tumorzellen von 6,25 Prozent nachweisbar ist, während niedrigere Anteile an Tumorzellen, 
keine eindeutigen Mutationsnachweise mehr ermöglichen. Die exakte Nachweisgrenze einer 
potentiellen k-ras-Codon 12-Mutationsanalyse mit der beschriebenen Methode liegt also zwischen 
6,25 und 3,125 Prozent Anteil an Tumormaterial. Das deckt sich mit der bereits beschriebenen 
Feststellung, dass in Tumoren der Patienten, die bis minimal 5 Prozent Tumoranteil enthielten, k-
ras-Mutationen im beschriebenen Verhältnis nachweisbar waren, während bei einem Prozent 
Tumoranteil in den zytologischen Präparaten keine eindeutige Mutationsanalyse mehr möglich war.
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4.5 k-ras Mutationen in zytologischen Proben
Insgesamt gab es bei 81 der 167 untersuchten Patienten nachweisbare Mutationen im k-ras-Gen. 
Das ergibt eine relative Mutationshäufigkeit von 48,5 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 41,0 bis 
56,0 Prozent). Dabei hatten 80 Patienten eine Mutation im k-ras-Codon 12 und 2 weibliche 
Patientinnen gleichzeitig eine Mutation im k-ras-Codon 61. Lediglich bei einem Patienten konnte 
eine Mutation im k-ras-Codon 13 nachgewiesen werden. Die absolute Anzahl der Mutationen in den 
167 betrachteten Materialien betrug also 83, aufgrund der Doppelmutation von Codon 12 und 
Codon 61 bei den beiden Patientinnen kommt aber die Gesamtanzahl von 81 mutierten Tumoren 
zustande. Die Verteilung der Mutationen innerhalb der verschiedenen untersuchten zytologischen 
Materialien ist in Tab. 22 anschaulich gemacht.
Tab. 22: k-ras-Mutationshäufigkeiten in den Tumoren in den zytologischen 
Unterschungsmaterialien
Untersuchungsmaterial Objektträger k-ras-Mutationen unfix. Material k-ras-Mutationen 
Gesamt 134 75 (56,0 %) 33 6 (18,2 %)
Pleurapunktionsflüssigkeit 21 14 (66,7 %) 18 2 (11,1 %)
perkutane Herdpunktionen 29 15 (51,7 %) 0 0 
Katheterbiopsien 18 5 (27,8 %) 6 1 (16,7 %)
Probeexzisionen 22 14 (63,6 %) 2 0 (0,0%)
Bürstenbiopsien 19 11 (57,9 %) 3 2 (66,7%)
perbronchiale Punktionen 10 7 (70,0%)*,** 0 0
Ascitespunktionen 2 2 (100, 0%) 4 1 (25,0 %)
Lympknotenpunktionen 6 4 (66,7%)* 0 0
Thorakoskopiepunktionen 5 3 (60,0 %) 0 0
Endosonographische Punktionen 2 0 (0,0 %) 0 0
Adenokarzinome 61 43 (70,5 %) 27 5 (18,5 %)
Pleurapunktionsflüssigkeit 17 12 (70,6 %) 16 2 (12,5 %)
perkutane Herdpunktionen 12 9 (75,0 %) 0 0
Katheterbiopsien 7 3 (42,9 %) 4 0 (0,0 %)
Probeexzisionen 5 3 (60,0 %) 0 0
Bürstenbiopsien 6 5 (83,3%) 3 2 (66,7 %)
perbronchiale Punktionen 6 5 (83,3 %)* 0 0
Ascitespunktionen 2 2 (100,0 %) 4 1 (25,0 %)
Lympknotenpunktionen 1 1 (100,0 %)* 0 0
Thorakoskopiepunktionen 4 3 (75,0 %) 0 0
Endosonographische Punktionen 1 0 (0,0 %) 0 0
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Fortsetzung Tab. 22: k-ras-Mutationshäufigkeiten in den Tumoren in den zytologischen 
Unterschungsmaterialien
Plattenepithelkarzinome 40 16 (41,5 %) 3 0 (0,0 %)
Pleurapunktionsflüssigkeit 1 0 0 0
perkutane Herdpunktionen 8 2 (25,0 %) 0 0
Katheterbiopsien 7 0 (0,0 %) 1 0 (0,0 %)
Probeexzisionen 14 9 (64,3 %) 2 0 (0,0 %)
Bürstenbiopsien 4 2 (50,0 %) 0 0
perbronchiale Punktionen 3 1 (33,3 %) 0 0
Ascitespunktionen 0 0 0 0
Lympknotenpunktionen 3 2 (66,7 %) 0 0
Thorakoskopiepunktionen 0 0 0 0
Endosonographische Punktionen 0 0 0 0
undifferenzierte NSCLC 28 13 (46,4 %) 3 1 (33,3 %)
Pleurapunktionsflüssigkeit 3 2 (66,7 %) 2 0 (0,0 %)
perkutane Herdpunktionen 8 3 (37,5 %) 0 0
Katheterbiopsien 4 2 (50,0 %) 1 1 (100,0 %)
Probeexzisionen 1 1 (100,0 %) 0 0
Bürstenbiopsien 8 3 (37,5 %) 0 0
perbronchiale Punktionen 1 1 (100,0 %) 0 0
Ascitespunktionen 0 0 0 0
Lympknotenpunktionen 2 1 (50,0 %) 0 0
Thorakoskopiepunktionen 1 0 (0,0 %) 0 0
Endosonographische Punktionen 0 0 0 0
andere Histologien 5 3 (66,7 %) 0 0
Pleurapunktionsflüssigkeit 0 0 0 0
perkutane Herdpunktionen 1 1 (100,0 %) 0 0
Katheterbiopsien 0 0 0 0
Probeexzisionen 2 1 (50,0 %) 0 0
Bürstenbiopsien 1 1 (100,0 %) 0 0
perbronchiale Punktionen 0 0 0 0
Ascitespunktionen 0 0 0 0
Lympknotenpunktionen 0 0 0 0
Thorakoskopiepunktionen 0 0 0 0
Endosonographische Punktionen 1 0 (0,0 %) 0 0
*darunter jeweils eine Patientin, die sowohl eine Mutation in Codon 12 als auch in Codon 61 aufwies.
**darunter befindet sich auch ein Patient, der eine Mutation in Codon 13 aufwies. 
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Es zeigte sich insbesondere eine sehr hohe Mutationsrate von rund 70,5 Prozent (95%-
Konfidenzintervall: 58,1 bis 80,4 Prozent) bei den auf Objektträgern fixierten Präparaten, die als 
Adenokarzinom klassifiziert worden. Darunter befanden sich 43 k-ras-mutierte Formen, während 
nur 18 der insgesamt 61 Präparate einen k-ras-Wildtyp aufwiesen. Im Gegensatz dazu wurden bei 
Adenokarzinomen in unfixiertem Material bei 27 Proben nur 5 Mutationen detektiert, was einer 
relativen Mutationshäufigkeit von 18,5 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 8,2 bis 36,7 Prozent)
entspricht.
Bei den auf Objektträgern fixierten Plattenepithelkarzinomen waren 17 von 40 Präparaten k-ras 
mutiert. Das ergibt eine Mutationsrate von 42,5 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 28,5 bis 57,8 
Prozent). Bei allen drei Plattenepithelkarzinomen, die in unfixiertem Material untersucht worden, 
war k-ras nicht mutiert.
Die großzelligen undifferenzierten Lungenkarzinome, bei denen das Untersuchungsmaterial auf 
Objektträgern untersucht wurde, hatten in 50 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 33,2 bis 66,8 
Prozent) der Fälle eine k-ras-Mutation, 15 von 30 Präparaten wiesen ein mutiertes k-ras-Gen auf. 
Die im unfixierten Material untersuchten großzelligen NSCLC hatten in einem von drei Fällen, also 
relativ in 33,3 Prozent der Fälle, eine k-ras-Mutation.
Bei den Tumoren anderer Histologie, die auf Objektträgern fixiert waren, wiesen 3 von 5, relativ 
gesprochen also 60 Prozent, eine k-ras-Mutation auf.
Das k-ras Codon 12 ist das am häufigsten mutierte Codon des k-ras-Genes in nichtkleinzelligen 
Lungenkarzinomen (Vgl. Hatzaki et al., 2001 und Toyooka et al., 2003). Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit konnten 80 Patienten mit einer Mutation detektiert werden. 87 Patienten hatten 
keine Mutation in Codon 12. Das ergibt eine relative Mutationsrate des k-ras-Genes in diesem 
Codon von 47,9 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 40,5 bis 55,4 Prozent).
Es konnte eine Mutation bei einem männlichen Patienten in Codon 13 nachgewiesen werden. 
Dieser Patient litt zytologisch diagnostiziert an einem undifferenzierten nichtkleinzelligen 
Lungenkarzinom und war zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 66 Jahre alt. Die Mutationsrate für 
k-ras-Mutationen in Codon 13 beträgt in dieser Arbeit also 0,6 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 
0,1 bis 3,3 Prozent).
Es konnten zwei Mutation bei zwei weiblichen Patientinnen in Codon 61 des k-ras-Genes 
nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich um eine 76-jährige und eine 56-jährige Patientin, die 
beide an einem fortgeschrittenen Adenokarzinom in Stadium IV erkrankt waren. Zusätzlich zu 
dieser Mutation wiesen beide im zytologischen Material eine k-ras-Mutation in Codon 12 auf. 
Die relative Mutationsrate für k-ras-Mutationen im Codon 61 beträgt demnach im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit 1,2 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 0,3 bis 4,2 Prozent).
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Beide Codon 61-Mutationen der oben genannten Patientinnen betrafen die Codonpositionen 1 und 
2. Mit der PCR-RFLP-Untersuchungsmethode für die Analyse der Mutationen an Position 3 des k-
ras-Codons 61 konnte keine Mutation detektiert werden. 
4.6 Korrelation der k-ras-Mutationshäufigkeit mit dem Tumorstadium
4.6.1 Stadienkorrelierte k-ras-Mutationshäufigkeit in zytologischem Untersuchungsmaterial
Wie bereits erwähnt, konnten von den für diese Arbeit rekrutierten 167 Patienten, deren 
zytologisches Untersuchungsmaterial untersucht wurde, lediglich 117 eindeutig in ein Stadium nach 
dem internationalen TNM-Klassifikationssystem eingeordnet werden. Bei den anderen 50 
untersuchten Patienten, wo das aufgrund der oben genannten Gründe nicht möglich war, wurde das 
Stadium für die statistische Auswertung mit „unbekannt“ klassifiziert. 
Tab. 23 zeigt eine Übersicht über die Mutationshäufigkeit bezogen auf die einzelnen Stadien im 
zytologischen Untersuchungsgut. 
Tab. 23: Korrelation der k-ras-Mutationshäufigkeit mit dem Tumorstadium in den zytologischen
Untersuchungsmaterialien
Tumorstadium Gesamt
n = 167
k-ras mutiert
n = 81
Männer
n = 121
k-ras mutiert
n = 56
Frauen
n = 46
k-ras mutiert
n = 25
IA 4 (2,4 %) 1 (25,0 %) 3 (2,5 %) 0 (0,0 %) 1 (2,2 %) 1 (100,0 %)
IB 16 (9,6 %) 4 (25,0 %) 13 (10,7 %) 2 (15,4 %) 3 (6,5 %) 2 (66,7 %)
IIA 1 (0,6 %) 0 (0,0 %) 1 (0,8 %) 0 (0,0 %) 0 0
IIB 2 (1,2 %) 0 (0,0 %) 2 (1,7 %) 0 (0,0 %) 0 0
IIIA 10 (6,0 %) 4 (40,0 %) 8 (6,6 %) 4 (50,0 %) 2 (4,3 %) 0 (0,0 %)
IIIB 26 (15,6 %) 15 (57,7 %) 22 (18,2 %) 12 (54,5 %) 4 (8,7 %) 3 (75,0 %)
IV 58 (34,7 %) 39 (67,2 %) 35 (28,9 %) 23 (65,7 %) 23 (50,0 %) 16** (69,6 %)
unbekannt 50 (29,9 %) 18 (36,0 %) 37 (30,6 %) 15*(40,5 %) 13 (28,3 %) 3 (23,1 %)
*darunter ein Patient mit Codon 13-Mutation
**darunter zwei Patientinnen mit zusätzlicher Codon 61-Mutation
Die Prozentangaben in Klammern in der Spalte „Gesamt“ geben den relativen Anteil der am 
jeweiligen Stadium erkrankten Patienten an der untersuchten Gesamtpopulation an. Die relativen 
Angaben hinter den Absolutzahlen in den Spalten „Männer“ und „Frauen“ geben den Anteil der 
männlichen bzw. weiblichen Patienten in diesem Tumorstadium an der Gesamtanzahl der 
untersuchten Männer und Frauen an. Die Prozentangaben in den Spalten „k-ras mutiert“ beschreiben 
4. Ergebnisse
60
die relative Mutationsrate der Tumoren an der Gesamtzahl der Tumoren in diesem Stadium.
Im Stadium IA waren insgesamt 4 Patienten, wovon 3 männlich und 1 weiblich waren. Nur bei 
einer 79-jährigen Frau, die an einem Adenokarzinom erkrankt war, wurde die k-ras-Genmutation in 
Codon 12 nachgewiesen.
Im Stadium IB wurden 16 Patienten für die Untersuchung rekrutiert. Unter ihnen befanden sich 13 
Männer und 3 Frauen. Die relative Mutationsrate unter dieser Population lag bei 25,0 Prozent (95%-
Konfidenzintervall: 10,2 bis 49,5 Prozent). Jeweils 2 der 13 Männer als auch 2 der 3 Frauen hatten 
eine molekularbiologisch nachgewiesene k-ras-Mutation.
Im Stadium IIA gab es nur einen 61-jährigen männlichen Patienten mit einem 
Plattenepithelkarzinom. Dieser hatte keine mit der beschriebenen PCR-RFLP molekularbiologisch 
detektierbare k-ras-Mutation.
Im Stadium IIB befanden sich bei Diagnosestellung zwei Patienten, beide männlichen Geschlechts. 
Unter ihnen befanden sich ein Patient mit Adenokarzinom und einer mit einem 
Plattenepithelkarzinom. Bei beiden war das k-ras-Gen nicht mutiert.
Im Tumorstadium IIIA wurden 10 Patienten diagnostiziert und ihre zytologischen Materialien 
anschließend analysiert. Geschlechtsspezifisch betrachtet waren darunter 8 Männer und 2 Frauen. 
Während 4 der 8 Männer eine detektierbare k-ras-Genmutation aufwiesen, war keiner der Tumoren 
der beiden Frauen mit dieser Mutation behaftet. Damit ergab sich für alle im Tumorstadium IIIA 
diagnostizierten Patienten eine relative Mutationsrate von 40,0 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 
16,8 bis 68,7 Prozent).
Deutlich mehr Patienten konnten im Stadium IIIB analysiert werden. Es gab 26 Patienten, darunter 
22 Männer und 4 Frauen, mit Tumoren in diesem Krankheitsstadium. Bei 12 Männern und bei 3 
Frauen war eine k-ras-Genmutation nachweisbar, was in der Gesamtheit eine relative Mutationsrate 
von rund 57,7 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 38,9 bis 74,5 Prozent) für Patienten im 
Tumorstadium IIIB ergibt.
Im metastasierten Krankheitsstadium IV konnte zytologisches Untersuchungsmaterial von 58 
Patienten für die Untersuchung gewonnen werden. 35 dieser Patienten waren männlichen, 23 
weiblichen Geschlechts. Die relative Mutationsquote des k-ras-Gens lag insgesamt bei rund 67,2 
Prozent (95%-Konfidenzintervall: 54,4 bis 77,9 Prozent), das heißt 23 der 35 Tumoren der Männer 
und 16 der 23 Tumoren der Frauen hatten eine nachweisbare k-ras-Genmutation, wobei ergänzt 
werden muss, dass zwei der 16 Frauen zusätzlich zur häufigen k-ras-Mutation in Codon 12 auch 
noch eine Mutation in Codon 61 aufwiesen.
Unter den Patienten, die nicht eindeutig in ein Stadium klassifizierbar waren, hatten 15 der 37 
Männer und 3 von 13 Frauen eine k-ras-Genmutation, was einer relativen Mutationsquote von etwa 
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36,0 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 24,1 bis 49,9 Prozent) entspricht. Angemerkt sei, dass 
darunter auch ein Patient eine Mutation in k-ras-Codon 13 hatte, während alle anderen die Mutation 
im Codon 12 des Genes aufwiesen.
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass während nur 5 der 23 Tumoren, relativ gesprochen 
also 21,7 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 9,7 bis 41,9 Prozent), der Patienten im Stadium I oder 
II eine k-ras-Mutation aufwiesen, bei den Patienten im Stadium III und IV 58 von 94 Patienten eine 
Mutation nachgewiesen werden konnte, was einer relativen Mutationsrate von 61,7 Prozent (95%-
Konfidenzintervall: 51,6 bis 70,9 Prozent) in diesen fortgeschrittenen Tumorstadien entspricht. 
Damit gab es stark signifikant weniger Mutationen in den frühen Tumorstadien I und II verglichen 
mit den fortgeschrittenen Tumorstadien III und IV (Chi-Quadrat-Test, p = 0,001).
Das relative Risiko eine k-ras-Mutation zu entwickeln, wenn man an einem NSCLC im Stadium I 
oder II erkrankt war, beträgt in der vorliegenden Arbeit 0,35 (95%-Konfidenzintervall: 0,16 bis 
0,78) verglichen zu Patienten in den fortgeschrittenen Krankheitsstadien III und IV. Das Odds Ratio 
für das Vorhandensein einer k-ras-Mutation beträgt für die Patienten in Stadium I und II verglichen 
zu Patienten in Stadium III und IV in der betrachteten Untersuchungspopulation 0,17 (95%-
Konfidenzintervall: 0,06 bis 0,50). In Abb. 12 ist die Verteilung der relativen k-ras-Mutationsraten 
auf die einzelnen Tumorstadien zusammengefasst dargestellt.
Abb. 12: Höhere Mutationsraten in den fortgeschrittenen Tumorstadien des NSCLC
Auch für den Vergleich der k-ras-Mutationsrate zwischen den Tumorstadien I, II und III (24 von 59 
Tumoren waren mutiert) mit dem metastasierten Stadium IV (39 von 58 Tumoren hatten eine k-ras-
Mutation) konnte ein stark signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden. Es gab deutlich 
mehr Mutationen im fortgeschrittenen Stadium IV als in frühen Tumorstadien (Chi-Quadrat-Test, p 
= 0,007).
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Zu guter Letzt lässt sich ein starker signifikanter Zusammenhang der relativen k-ras-Mutationsrate 
mit dem Tumorstadium auch für die potentiell operablen Tumorstadien I, II und IIIA nachweisen, 
verglichen mit den Mutationshäufigkeiten in den Stadien IIIB und IV (Chi-Quadrat-Test, p 
Insgesamt wurden 9 von 33 des zytologischen Untersuchungsmaterials der Patienten in den Stadien 
I, II oder IIIA mit einer nachweisbaren k-ras-Mutation detektiert, während in den analysierten 
Materialien der Patienten mit Karzinomen in den Tumorstadien IIIB und IV zusammengefasst 54 
der 84 Patienten eine k-ras-Genmutation besaßen.
4.6.2 Stadienkorrelierte k-ras-Mutationshäufigkeit in histologischem Untersuchungsmaterial
Bei den 49 Patienten, von denen neben den zytologischen Präparaten auch histologische Proben 
analysiert worden, konnten 27 eindeutig mittels des TNM-Schemas in ein Erkrankungsstadium 
eingeteilt werden. Bei 22 Patienten musste das Krankheitsstadium als „unbekannt“ klassifiziert 
werden.
Tab. 24 beschreibt den Zusammenhang zwischen den Tumorstadien und der Häufigkeit der in den 
histologischen Untersuchungsmaterialien vorkommenden k-ras-Genmutationen. Die 
Prozentangaben in Klammern in der Spalte „Gesamt“ geben den relativen Anteil der am jeweiligen 
Stadium erkrankten Patienten an der untersuchten Gesamtgruppe an. Die Prozentangaben hinter den 
Absolutzahlen in den Spalten „Männer“ und „Frauen“ geben den relativen Anteil der männlichen 
bzw. weiblichen Patienten in diesem Karzinomstadium an der Gesamtanzahl der untersuchten 
Männer und Frauen an. Die Prozentangaben in den Spalten „k-ras mutiert“ beschreiben die relative 
Mutationsrate der Tumoren an der Gesamtzahl der Tumoren in diesem Stadium.
Tab. 24: Korrelation der k-ras-Mutationshäufigkeit mit dem Tumorstadium in den histologischen 
Untersuchungsmaterialien
Tumorstadium Gesamt
n = 49
k-ras mutiert
n = 5 
Männer
n = 40
k-ras mutiert
n = 4
Frauen
n = 9
k-ras mutiert
n = 1
IA 3 (6,2 %) 0 (0,0 %) 2 (5,0 %) 0 (0,0 %) 1 (11,1 %) 0 (0,0 %)
IB 15 (30,6 %) 0 (0,0 %) 12 (30,0 %) 0 (0,0 %) 3 (33,3 %) 0 (0,0 %)
IIA 1 (2,0 %) 0 (0,0 %) 1 (2,5 %) 0 (0,0 %) 0 0
IIB 0 0 0 0 0 0
IIIA 5 (10,2 %) 1 (20,0 %) 3 (7,5 %) 1 (33,3 %) 2 (22,3 %) 0 (0,0 %)
IIIB 2 (4,1 %) 1 (50,0 %) 2 (5,0 %) 1 (50,0 %) 0 0
IV 1 (2,0 %) 1 (100,0 %) 1 (2,5 %) 1 (100,0 %) 0 0
unbekannt 22 (44,9%) 2 (9,1 %) 19 (47,5 %) 1 (5,3 %) 3 (33,3%) 1 (33,3 %)
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Es gab insgesamt nur 5 nachweisbare k-ras-Mutationen im histologischen Untersuchungsgut der 
betrachteten 49 Patienten, von denen 40 männlichen und 9 weiblichen Geschlechts waren. Bei 
jeweils einem männlichen Patienten in den Stadien IIIA, IIIB und IV konnte eine k-ras-Mutation 
nachgewiesen werden. Bei einer weiblichen Patientin mit einem atypischen Karzinoid und einem 
männlichen Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom, bei denen das exakte TNM-Stadium nicht 
eruierbar war, konnten k-ras-Mutationen in Codon 12 detektiert werden.
Es scheint in Anbetracht der Tatsache, dass unter den 19 Patienten mit den Tumorstadien IA, IB, 
IIA, IIB keine Mutation nachweisbar war, während bei den 8 Patienten in den Tumorstadien IIIA, 
IIIB und IV 3 Mutationen detektiert werden konnten, eine höhere k-ras-Mutationsrate bei 
fortgeschrittenen Lungenkarzinomen vorzuliegen. Eine statistische Signifikanz hierfür lässt sich mit 
Fishers exaktem Test auf ein p = 0,019 ermitteln. Aufgrund der niedrigen Anzahl der Patienten in 
den jeweiligen Tumorstadien ist die statistische Aussagekraft aber etwas eingeschränkt.
4.7 Korrelation der k-ras-Mutationen mit dem histologischen Tumortyp
4.7.1 k-ras-Mutationen im zytologischen Material unterteilt nach histologischen Tumortypen
Die Zuordnung in die histologischen Tumorsubtypen erfolgte nach der WHO-Klassifikation von 
1999, die 2004 von der IARC Lyon ergänzt wurde (Vgl. Travis et al., 2004).
Tab. 25 stellt eine Übersicht über die in der Untersuchungspopulation vorkommenden 
Tumorhistologien dar. Die Prozentangaben hinter den jeweiligen Gesamtzahlen der Tumorarten 
geben den Anteil der Patienten an den gesamten untersuchten zytologischen NSCLC-Proben 
(n=167) an. Die Angaben in Prozent hinter den jeweiligen Männern und Frauen beim betreffenden 
histologischen Tumortyp beschreiben, welcher relative Anteil der Männer bzw. der Frauen am 
jeweiligen Subtyp erkrankt waren.
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Tab. 25: k-ras-Mutationen unterteilt nach histologischen Tumorsubtypen
Histologischer 
Subtyp
Adenokarzinom Plattenepithelkarzinom Großzelliges 
NSCLC
Andere Histologien
Gesamt n = 88 (52,7 %) n = 43 (25,7 %) n = 31 (18,6 %) n = 5 (3,0 %)
Männer n = 52 (43,0 %) n = 40 (33,0 %) n = 25 (20,7 %) n = 4 (3,3%)
Frauen n = 36 (78,3 %) n = 3 (6,5 %) n = 6 (13,0 %) n = 1 (2,2 %)
k-ras-Mutation
pos.
n = 48 (54,5 %) n = 16 (37,2 %) n = 14 (45,2 %) n = 3 (60,0 %)
k-ras-Mut. bei 
Männern
n = 29 (55,8 %) n = 14 (35,0 %) n = 10 (40,0 %)* n = 3 (75,0 %)
k-ras-Mut. Bei 
Frauen
n = 19 (52,8 %)** n = 2 (66,7 %) n = 4 (66,7 %) n = 0 (0,0 %)
*darunter ein Patient mit Codon 13-Mutation
**darunter zwei Patientinnen mit zusätzlicher Codon 61-Mutation
Es konnten 88 Patienten (davon 52 Männer und 36 Frauen) mit einem histologisch bzw. zytologisch 
gesicherten Adenokarzinom untersucht werden, wovon 48 Patienten eine k-ras-Mutation im Codon 
12 aufwiesen. Das entspricht einer relativen Mutationshäufigkeit von 54,5 Prozent (95 %-
Konfidenzintervall: 44,2 bis 64,5 Prozent). Unter den an einem Adenokarzinom erkrankten 
Patienten waren 27 Männer und 19 Frauen. Interessanterweise hatten von den 19 Frauen neben der 
Mutation im Codon 12 zusätzlich eine Mutation im Codon 61 des k-ras-Genes. 
Bei den 43 gesicherten Fällen eines Plattenepithelkarzinoms (40 Männer und 3 Frauen) gab es 
lediglich 16 k-ras-Mutationen (14 Männer und 2 Frauen), was einer Mutationsquote von nur 37,2 
Prozent (95%-Konfidenzintervall: 24,4 bis 52,1 Prozent) entspricht. Damit konnte allgemein 
gezeigt werden, dass es deutlich weniger Mutationen bei den Patienten mit Plattenepithelkarzinom 
als bei den Patienten mit Adenokarzinom gab. Dieser Unterschied war allerdings statistisch nicht 
eindeutig signifikant (Chi-Quadrat-Test, p = 0,093).
Das relative Risiko eine k-ras-Mutation zu entwickeln, wenn bei einem Patienten eine 
Adenokarzinomerkrankung vorliegt verglichen mit einem Patienten mit plattenepithelialen 
Karzinom beträgt demnach 1,26 (95%-Konfidenzintervall: 0,99 bis 1,60). 
Betrachtet man das relative Risiko aus Sicht der Plattenepithelkarzinom- zu den 
Adenokarzinompatienten, beträgt dieses 0,62 (95%-Konfidenzintervall: 0,37 bis 1,04). Das relative  
Risiko eine k-ras-Mutation zu entwickeln ist also für Patienten, die an einem 
Plattenepithelkarzinom erkrankt sind, deutlich niedriger als für Patienten mit Adenokarzinomen.
Zudem wurde das Odds Ratio für eine mögliche k-ras-Mutation bei einem bestimmten 
histologischen Subtyp des NSCLC bestimmt. Es betrug für Adenokarzinompatienten verglichen zu 
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Plattenepithelkarzinompatienten 2,03 (95%-Konfidenzintervall: 0,96 bis 4,28). Aus Sicht der 
Plattenepithelkarzinomerkrakten beträgt das Odds Ratio 0,49 (95%-Konfidenzintervall: 0,23 bis 
1,04) verglichen zu den Patienten mit Adenokarzinom, was wiederum bestätigt, dass die 
Wahrscheinlichkeit für eine Mutation des k-ras-Genes bei Adenokarzinomen höher als bei 
Plattenepithelkarzinomen ist.
Bei den 31 untersuchten Patienten mit einem undifferenzierten bzw. großzelligen NSCLC konnten 
14 k-ras-Mutationen detektiert werden, 10 der 25 Männer und vier der sechs betroffenen Frauen 
wiesen die Mutation auf. Insgesamt entsprach dies einer relativen k-ras-Mutationsrate von 45,2 
Prozent (95%-Konfidenzintervall: 29,2 bis 62,2 Prozent). Einer der Patienten mit undifferenziertem 
NSCLC hatte eine Mutation in k-ras-Codon 13, alle anderen in Codon 12.
Jeweils ein Patient mit adenosquamösen und mit mukoepidermoiden Karzinom wurde untersucht 
und beide hatten eine Mutation im k-ras Codon 12. Daneben gab es einen Patienten und eine 
Patientin mit der Diagnose Karzinoid, im zytologischen Material des Mannes konnte eine Mutation 
in k-ras Codon 12 nachgewiesen werden, der Tumor der Frau wies diese Mutation nicht auf. Die 
Anzahl der untersuchten adenosquamösen und mukoepidermoiden Karzinome sowie der Karzinoide 
und der gemischtzelligen NSCLC waren zu gering um eine statistisch verwertbare Aussage über die 
Häufigkeit der k-ras-Mutationen in diesen seltenen histologischen Typen des Lungenkarzinoms zu 
machen.
4.7.2 k-ras-Mutationen in den FFPE unterteilt nach histologischen Tumortypen
Eine Übersicht über die Mutationshäufigkeit unter den histologischen Subtypen der Tumoren in den 
FFPE, die im Rahmen operativer Eingriffe am Klinikum St. Georg in Leipzig entnommen worden, 
wird Tab. 26 dargestellt.
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Tab. 26: Übersicht über die untersuchten histologischen Subtypen in den FFPE
Histologischer Subtyp Gesamt (n = 49) k-ras mutiert k-ras-Wildtyp Mutationsrate
Adenokarzinome
Gesamt 10 (20,4 %) 1 9 10,0 %
Männer 6 (15,0 %) 1 5 16,7 %
Frauen 4 (44,5 %) 0 4 0,0 %
Plattenepithelkarzinome
Gesamt 21 (42,9 %) 2 19 9,5 %
Männer 20 (50,0 %) 2 18 10,0 %
Frauen 1 (11,1 %) 0 1 0,0 %
undifferenziertes NSCLC
Gesamt 15 (30,6 %) 0 15 0,0 %
Männer 12 (30,0 %) 0 12 0,0 %
Frauen 3 (33,3 %) 0 3 0,0 %
adenosquamöses Karzinom
Gesamt 1 (2,0 %) 1 0 100,0 %
Männer 1 (2,5 %) 1 0 100,0 %
Frauen 0 (0,0 %) 0 0 --
Karzinoide
Gesamt 2 (4,1 %) 1 1 50,0 %
Männer 1 (2,5 %) 0 1 0,0 %
Frauen 1 (11,1 %) 1 0 100,0 %
Unter den analysierten Präparaten der operierten Patienten befanden sich 10 histologisch 
nachgewiesene Adenokarzinome, was einer relativen Häufigkeit von 20,4 Prozent der untersuchten 
Tumoren entspricht. Die Patienten mit Adenokarzinom unterteilten sich in 6 Männer und 4 Frauen. 
Das k-ras-Gen war nur bei einem der 6 Männer mutiert, bei den analysierten Tumoren der 
weiblichen Adenokarzinompatientinnen gab es keine Mutation. Die relative k-ras-Mutationsrate für 
die Adenokarzinompatienten, deren operativ gewonnenes Untersuchungsmaterial gewonnen wurde, 
betrug demnach 10,0 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 1,8 bis 40,4 Prozent).
21 Patienten und damit relativ 42,9 Prozent der operativ behandelten Patienten hatten ein 
Plattenepithelkarzinom, darunter 20 Männer und lediglich eine Frau. Ein mutiertes k-ras-Gen war 
bei zwei verschiedenen männlichen Plattenepithelkarzinompatienten diagnostizierbar, was einer 
relativen k-ras-Mutationshäufigkeit von rund 9,5 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 2,7 bis 28,9 
Prozent) unter den Plattenepithelkarzinomen entspricht. Undifferenzierte nichtkleinzellige 
Lungenkarzinome wurden bei 15 Patienten entdeckt, 12 Männer und 3 Frauen erhielten diese 
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Diagnose. Es gab keine Mutation des k-ras-Gens innerhalb dieser Tumorgruppe. 
Genau ein Mann der Untersuchungspopulation, der eine operative Behandlung am Klinikum St. 
Georg bekam, war an einem adenosquamösem Karzinom erkrankt. Sein Tumor zeigte im 
histologischen Material eine nachweisbare Mutation im k-ras-Gen Codon 12. 
Bei einer Frau sowie einem männlichen Patienten konnte die Diagnose eines Karzinoids gestellt 
werden. Während bei dem Mann mit dieser Erkrankung keine k-ras-Genmutation im histologischen 
Untersuchungsmaterial detektiert werden konnte, konnte bei der Frau, die an einem atypischen 
Karzinoid erkrankt war, im histologischen Präparat ein in Codon 12 mutiertes k-ras-Gen 
nachgewiesen werden.
Für die gesamten untersuchten histologischen Präparate gilt: Die Verteilung der k-ras-Mutationen 
auf die einzelnen Tumoren gibt keinen Hinweis auf eine besondere Häufung der Genomveränderung 
bei einem der Tumorsubtypen. Insgesamt konnten nur bei 5 Patienten eine k-ras-Mutation detektiert 
werden, was einer relativen Mutationsrate von 10,2 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 4,4 bis 21,8  
Prozent) aller Patienten entspricht.
4.8 Vergleichende Betrachtung der k-ras-Mutationen in zytologischen und histologischen 
Untersuchungsmaterialien
In Tab. 27 sind noch einmal alle Lungenkarzinome der unterschiedlichen histologischen Subtypen 
aufgeteilt auf die verschiedenen Materialien, die in dieser Arbeit verwendet worden, 
gegenübergestellt.
Tab. 27: Gegenüberstellung der k-ras-Mutationshäufigkeiten in zytologischem und histologischem 
Material
Histologischer Tumortyp zytologisch
e Proben
zytolog. Proben 
mutiert
histolog. 
Proben
histolog. Proben 
mutiert
Gesamt 167 81 (48,5 %) 49 5 (10,2 %)
Adenokarzinome 88 48 (54,5 %) 10 1 (10,0 %)
Plattenepithelkarzinome 43 16 (37,2 %) 21 2 (9,5 %)
undifferenzierte und 
großzellige NSCLC
31 14 (45,2 %) 15 0 (0,0 %)
adenosquamöses Karzinom 1 1 (100,0 %) 1 1 (100,0 %)
Karzinoide 2 1 (50,0 %) 2 1 (50,0 %)
mukoepidermoides Karzinom 1 1 (100,0 %) 0 0 (0,0 %)
gemischtzelliges NSCLC 1 0 (0,0 %) 0 0 (0,0 %)
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Insgesamt lässt sich sagen, dass die relative Mutationsrate von 48,5 Prozent im gesamten 
zytologischen Untersuchungsmaterial deutlich über der Rate von rund 10,2 Prozent im betrachteten 
histologischen Material liegt. Es gab also signifikant mehr Mutationen im zytologischen als im 
histologischen Material (Chi-Quadrat-Test, p < 0,005).
Bei den Patienten mit Adenokarzinom ist der mit 10,0 Prozent kleine Anteil der Tumoren mit 
mutiertem k-ras-Gen im histologischen Untersuchungsmaterial verglichen mit der relativen 
Mutationshäufigkeit dieses Tumors von 54,5 Prozent in den untersuchten zytologischen Materialien 
deutlich niedriger. 
Gleiches gilt für die Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom. Die Mutationshäufigkeit der 
operativ gewonnenen histologischen Präparate betrug rund 9,5 Prozent und lag deutlich unter der 
relativen Mutationsquote von 37,2 Prozent im zytologischen Untersuchungsgut.
Bei den operativ behandelten Patienten mit undifferenziertem oder großzelligem Lungenkarzinom 
gab es keine Mutation des k-ras-Gens. Im Gegensatz dazu war die Rate der mutierten 
undifferenzierten NSCLC in den zytologischen Präparaten mit 45,2 Prozent ebenso offensichtlich 
höher.
Genau ein Mann der Untersuchungspopulation, der eine operative Behandlung am Klinikum St. 
Georg bekam, war an einem adenosquamösem Karzinom erkrankt. Sein Tumor zeigte sowohl im 
zytologischen als auch im histologischen Material eine nachweisbare Mutation im k-ras-Gencodon 
12.
Bei einer Frau sowie einem weiteren männlichen Patienten konnte die Diagnose eines Karzinoids 
gestellt werden. Während bei dem Mann mit dieser Erkrankung im zytologischen Präparat eine k-
ras-Genmutation detektiert werden konnte, konnte diese im histologischen Untersuchungsmaterial 
nicht bestätigt werden. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei der Frau, die an einem Karzinoid erkrankt 
war, keine k-ras-Genmutation im zytologischen Material, während diese im histologischen Präparat 
nachweisbar war.
Übereinstimmungen in der k-ras-Mutationsanalyse mit der in dieser Arbeit verwendeten Methode 
zwischen histologischen und zytologischen Untersuchungsmaterialien gab es in 37 von den 
betrachteten 49 Fällen, das sind relativ 75,5 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 61,9 bis 85,4 
Prozent) der analysierten Proben.
In 11 Fällen konnte keine k-ras-Mutation im histologischen FFPE nachgewiesen werden, während 
diese im zytologischen Material detektiert wurde.
In einem Fall, bei einer Frau mit einem gesicherten atypischen Karzinoid, konnte eine k-ras-
Mutation im fixierten histologischen Untersuchungsgewebe gesichert werden, während selbige im 
zytologischen Material nicht detektierbar war.
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4.9 Geschlechtsspezifische Betrachtung des k-ras-Mutationsstatus 
In der untersuchten Population der NSCLC-Patienten befanden sich 46 Frauen und 121 Männer. Im 
Mittel waren die Frauen 65,7 ± 11,3 Jahre alt, während die Männer durchschnittlich ein Alter von 
67,2 ± 9,8 Jahren hatten. Tab. 28 stellt dar, inwieweit sich die Tumoren der betrachteten Männern 
und Frauen hinsichtlich ihres k-ras-Mutationsstatus unterschieden.
Tab. 28: k-ras-Mutationshäufigkeit unterteilt nach Männern und Frauen 
Histologischer Subtyp Männer k-ras mutiert bei 
Männern
Frau
en
k-ras mutiert bei 
Frauen
Adenokarzinom 52 29 (55,8 %) 36 19 (52,8 %)
Plattenpithelkarzinom 40 14 (35,0 %) 3 2 (66,7 %)
großzellige NSCLC 25 10 (40,0 %)
(davon eine Mutation in Codon 13)
6 4 (66,7 %)
Andere Histologien 4 3 (75,0 %) 1 0 (0,0 %)
Wie aus Tab. 28 und in der im Folgenden dargestellten Abb. 13 ersichtlich lag die relative k-ras-
Mutationsrate bei Frauen insgesamt mit 54,3 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 40,2 bis 67,8 
Prozent) deutlich über der bei den männlichen Patienten, bei denen nur etwa 46,3 Prozent (95%-
Konfidenzintervall: 37,6 bis 55,1 Prozent) der nichtkleinzelligen Lungenkarzinome eine Mutation 
aufwiesen.
Abb. 13: Häufigkeiten der k-ras-Mutationsraten nach Geschlechtern getrennt
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Es gab relativ gesehen eindeutig mehr Mutationen bei weiblichen als bei männlichen 
Tumorpatienten. Dieser Unterschied ist aber unterhalb eines statistisch nachweisbaren 
Signifikanzniveaus (Chi-Quadrat-Test, p > 0,05).
Bei den Männern waren 29 der 52 diagnostizierten Adenokarzinome mit einer k-ras-Mutation 
behaftet, was einer relativen Mutationsrate von 55,8 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 42,3 bis 68,4 
Prozent) entspricht. Die weiblichen Patientinnen, die an einem Adenokarzinom erkankt waren, 
hatten in 19 der 36 betrachten Fälle eine k-ras-Mutation, wobei zwei der Patientinnen neben der am 
häufigsten vorkommenden Mutation in k-ras-Gencodon 12 auch noch eine Mutation in Codon 61 
des k-ras-Genes aufwiesen. Die relative k-ras Mutationsrate bei den weiblichen Patientinnen mit 
Adenokarzinom betrug demnach 52,8 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 37,0 bis 68,0 Prozent).
Die k-ras-Mutationsrate bei den männlichen Plattenepithelkarzinom-Patienten lag relativ 
gesprochen bei etwa 35,0 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 22,1 bis 50,5 Prozent), 14 der 40 
Patienten hatten eine nachweisbare Mutation in dem betrachteten Gen. Von den drei Patientinnen 
mit einem Plattenepithelkarzinom hatten sogar zwei Patientinnen im zytologischen 
Untersuchungsmaterial eine nachweisbare k-ras-Mutation.
Bei den großzelligen NSCLC lag die relative Mutationsraten bei den untersuchten Männern bei 40,0 
Prozent (95%-Konfidenzintervall: 23,4 bis 59,3 Prozent), das heißt 10 von 25 Tumoren waren mit 
einer k-ras–Mutation behaftet, wobei einer dieser Patienten diese nicht wie alle anderen Patienten 
im k-ras-Codon 12, sondern in Codon 13 aufwies.
Bei den betrachteten Frauen mit großzelligen Lungenkarzinomen hatten 4 von 6, relativ also 66,7 
Prozent (95%-Konfidenzintervall: 30,0 bis 90,3 Prozent) eine mit der in dieser Arbeit verwendeten 
PCR-RFLP-Methode detektierbare k-ras-Mutation.
Interessanterweise sind bei Männern die Mutationsraten in Adenokarzinomen höher als bei Frauen, 
während bei Plattenepithelkarzinomen und großzelligen Karzinomen die weiblichen Patienten 
häufiger k-ras-mutierte Tumoren aufwiesen.
4.10 Korrelation des k-ras-Mutationsstatus mit der Nikotinanamnese
Unter den 167 Patienten, deren zytologisches Untersuchungsmaterial untersucht wurde, befanden 
sich 142 ehemalige oder aktuelle Raucher, wobei als Kriterium dafür ein Nikotinabusus von 
mindestens 5 pack years (py) angenommen wurde. 
Nur 25 Patienten konnten gemäß dieser Definition eindeutig als Nichtraucher klassifiziert werden.
Die Tab. 29 liefert einen Überblick über die unterschiedlichen Häufigkeiten der k-ras-Mutationen 
bei Rauchern und Nichtrauchern.
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Tab. 29: k-ras-Mutationen unterteilt nach Rauchern und Nichtrauchern
Raucher Raucher mit k-ras-
Mutation
Nichtraucher Nichtraucher mit 
k-ras-Mutation
Gesamt 142 76 (53,5 %) 25 5 (20,0 %)
Adenokarzinome 69 43 (62,3 %) 19 5 (26,3 %)
Plattenepithelkarzinome 40 16 (40,0 %) 3 0 (0,0 %)
großzellige NSCLC 29 14 (48,3 %) 2 0 (0,0 %)
andere Histologien 4 3 (75,0 %) 1 0 (0,0 %)
Insgesamt konnten unter den 142 Rauchern 76 k-ras-Mutationen mit der in dieser Arbeit 
beschriebenen PCR-RFLP-Methode analysiert werden, dass entspricht einer relativen Mutationsrate 
von 53,5 Prozent (95 %-Konfidenzintervall: 45,3 bis 61,5 Prozent). Diese lag damit um 33,5 
Prozent höher als die Mutationsquote bei den Nichtrauchern. Dort hatten lediglich 5 der 25 
Patienten, in relativer Mutationsrate ausgedrückt 20,0 Prozent (95 %-Konfidenzintervall: 8,9 bis 
39,1 Prozent) eine detektierbare k-ras-Mutation im zytologischen Material.
Damit kann eindeutig nachgewiesen werden, dass im Rahmen dieser Arbeit ein stark signifikanter 
Zusammenhang zwischen der Nikotinanamnese und dem Vorhandensein einer Mutation im k-ras-
Gen besteht. Die Raucher hatten signifikant mehr Mutationen als die Nichtraucher (Chi-Quadrat-
Test, p = 0,004). Die Ergebnisse dieses Vergleichs sind in Abb. 11 dargestellt. 
Abb. 14: Vergleich der relativen k-ras-Mutationsraten zwischen Rauchern und Nichtrauchern
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Es ergibt sich bei der statistischen Analyse ein relatives Risiko von 2,68 (95 %-Konfidenzintervall 
1,21 bis 5,96), und eine Odds Ratio von 4,61 (95 %-Konfidenzintervall 1,64 bis 12,96) für Raucher 
eine k-ras-Mutation zu entwickeln. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen also den Rückschluss zu, 
dass das Risiko für Raucher, eine k-ras-Mutation im Tumorgewebe zu entwickeln, verglichen mit 
dem Risiko der Nichtraucher signifikant erhöht ist. 
Es konnten bei den Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge 69 Raucher klassifiziert werden, 
unter denen 43 eine detektierbare k-ras–Mutation aufwiesen, was eine relative Mutationsrate von 
62,3 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 50,5 bis 72,8 Prozent) bedeutet. Nur 5 der 19 Nichtraucher 
hatten eine k-ras–Mutation im zytologischen Material, was einer relativen Mutationsrate von 26,3 
Prozent (95%-Konfidenzintervall: 11,8 bis 48,8 Prozent) bei den Nichtrauchern mit Adenokarzinom 
entspricht. Es gab damit also signifikant mehr k-ras–Mutationen in den Adenokarzinomen bei 
Patienten mit positiver Nikotinanamnese verglichen mit den Nichtrauchern (Chi-Quadrat-Test, p = 
0,011).
Auffällig ist weiterhin der mit 21,6 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 14,3 bis 31,3 Prozent), in 
absoluten Zahlen 19 von 88 Patienten, recht hohe Anteil von Nichtrauchern an der Gesamtzahl an 
einem Adenokarzinom leidenden Patienten, was sich mit der schon seit langer Zeit bekannten 
Präferenz dieses Tumortyps bei Nichtrauchern deckt (Vgl. Kabat und Wynder, 1984).
Bei den Patienten, die an einem Plattenepithelkarzinom erkrankt waren, war der Anteil der Raucher 
erwartungsgemäß sehr hoch. Er betrug 93,0 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 81,4 bis 97,6 
Prozent), das heißt unter den 43 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom befanden sich nur 3 
Nichtraucher, 40 Patienten hatten einen inhalativen Zigarettenkonsum von mindestens 5 
Packungsjahren. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Nikotinanamnese und 
einer etwaigen vorhanden k-ras-Mutation im zytologischen Material bei den 
Plattenepithelkarzinompatienten hergestellt werden (Fishers exakter Test, p = 0,282).
Für großzellige Lungenkarzinome konnte ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang zwischen 
dem Vorhandensein einer k-ras-Mutation und der Nikotinanamnese ermittelt werden (Fishers 
exakter Test, p = 0,488). Da allerdings auch nur 2 Nichtraucher mit diesem Tumortyp analysiert 
werden konnten, ist die statistische Aussagekraft vermindert. Insgesamt gab es unter den 31 
Patienten mit großzelligem Karzinom 29 Raucher und 2 Nichtraucher. Von den 29 Rauchern hatten 
14 eine k-ras-Mutation im zytologischen Material, während keiner der beiden Nichtraucher eine 
detektierbare k-ras-Genmutation aufwies.
Bei den Patienten mit Lungenkarzinomen anderer histologischer Typen konnte aufgrund der kleinen 
Anzahl keine Aussage über eine erhöhte k-ras-Mutationsrate bei Rauchern getroffen werden.
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4.10.1 Geschlechtsspezifische Betrachtung der Raucher
In Tab. 30 ist die Anzahl der Raucher geschlechtsspezifisch aufgeschlüsselt und unterteilt. Daneben 
wird angegeben, wie viele der am jeweiligen histologischen Tumortyp erkrankten Patienten oder 
Patientinnen eine Mutation im k-ras-Gen aufwiesen.
Tab. 30: Geschlechtsspezifische Betrachtung der Raucher
Histologische Subtypen Raucher männlich männlich mit k-
ras-Mutation
weiblich weiblich mit k-ras-
Mutation
Gesamt 142 116 55 (47,4 %) 26 21 (80,8 %)
Adenokarzinome 69 50 28 (56,0 %) 19 15 (78,9 %)
Plattenepithelkarzinome 40 38 14 (36,8 %) 2 2 (100,0 %)
großzellige NSCLC 29 24 10 (41,7 %) 5 4 (80,0 %)
andere Histologien 4 4 3 (75,0 %) - -
Der Unterschied zwischen den männlichen und den weiblichen Rauchern bzw. Raucherinnen 
besteht in einer erheblich höheren relativen k-ras-Mutationsrate innerhalb der weiblichen 
Untersuchungspopulation. Während innerhalb dieser 80,8 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 62,1 
bis 91,5 Prozent), in absoluten Zahlen 21 von 26 Raucherinnen, eine k-ras-Mutation aufwiesen, 
konnte eine solche bei männlichen Rauchern nur in 47,4 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 38,6 bis 
56,4 Prozent) der Fälle, das heißt bei 55 von 116 Männern, detektiert werden. Man kann also 
feststellen, dass die relative k-ras-Mutationsrate innerhalb der untersuchten Frauen deutlich über 
derjenigen der Männer lag. Dieser Unterschied erreicht ein starkes Signifikanzniveau (Chi-Quadrat-
Test, p = 0,004). Das bedeutet, es gab im Rahmen der vorliegenden Arbeit deutlich signifikant mehr 
k-ras-Mutationen im Untersuchungsmaterial weiblicher Raucherinnen verglichen mit männlichen 
Rauchern.
Bei den Patientinnen mit Adenokarzinomen hatten 15 der 19 Frauen, also relativ ausgedrückt 78,9 
Prozent (95%-Konfidenzintervall: 56,7 bis 91,5 Prozent), eine detektierbare Mutation im k-ras-Gen, 
während bei den Männern mit diesem histologischen Tumortyp nur 28 der 50 Patienten und damit 
56,0 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 42,3 bis 68,8 Prozent) eine ebensolche aufwiesen. Dieser 
Zusammenhang ist nicht signifikant (Chi-Quadrat-Test, p = 0,139), das bedeutet es gibt rein 
statistisch gesehen keinen signifikanten Unterschied im k-ras-Mutationstatus bei Rauchern und 
Raucherinnen mit Adenokarzinomerkrankungen.
Bei den Patienten mit Plattenepithelkarzinomen hatten beide der Frauen mit positiver 
Nikotinanamnese eine detektierbare k-ras-Mutation. Die Raucher unter den männlichen 
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Plattenepithelkarzinompatienten hatten eine relative Mutationsrate von 36,8 Prozent (95%-
Konfidenzintervall: 23,4 bis 52,7 Prozent), 14 der 38 zytologischen Patientenproben wiesen eine 
Mutation im k-ras-Gen auf. Es gab also nicht signifikant mehr k-ras-Mutationen bei weiblichen 
Raucherinnen im Vergleich zu den männlichen Rauchern mit Plattenepithelkarzinom (Fishers 
exakter Test, p = 0,154), wobei aufgrund der geringen Anzahl an Frauen eine Aussage schwer 
möglich ist.
Bei den Frauen mit großzelligen NSCLC und einer Nikotinanamnese von mindestens 5 py hatten 4 
von 5 eine k-ras-Mutation im zytologischen Material, während bei den Männern mit großzelligem 
NSCLC 10 der 24 Patienten eine k-ras-Mutation aufwiesen. Auch wenn die relative Mutationsrate 
bei den Frauen mit 80,0 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 37,6 bis 96,4 Prozent) damit fast doppelt 
so hoch wie die der Männer mit 41,7 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 24,5 bis 61,2 Prozent) war, 
kann statistisch betrachtet nicht eindeutig geschlussfolgert werden, dass es signifikant mehr 
Mutationen bei Raucherinnen im Vergleich zu Rauchern mit großzelligem Lungenkarzinom gab 
(Fishers exakter Test, p = 0,169).
4.10.2 Geschlechtsspezifische Betrachtung der Nichtraucher
Eine Betrachtung der Verteilung der unterschiedlichen Tumorhistologien der Nichtraucher liefert 
die Tab. 31. Da nur 25 der 167 Patienten der für die vorliegende Arbeit untersuchten Patienten 
Nichtraucher waren, ist die statistische Aussagekraft etwas erschwert.
Nichtsdestotrotz gibt es bemerkenswerte Auffälligkeiten in den Ergebnissen der Mutationsanalysen 
im k-ras-Gen der betroffenen Patienten.
Tab. 31: Geschlechtsspezifische Betrachtung der Nichtraucher
Nichtraucher männlich männlich mit 
k-ras-Mutation
weiblich weiblich mit k-ras-
Mutation
Gesamt 25 5 1 (20,0 %) 20 4 (20,0 %)
Adenokarzinome 19 2 1 (50,0 %) 17 4 (23,5 %)
Plattenepithelkarzinome 3 2 0 (0,0 %) 1 0 (0,0 %)
undifferenzierte und 
großzellige NSCLC
2 1 0 (0,0 %) 1 0 (0,0 %)
andere Histologien 1 - - 1 0 (0,0 %)
Es kann festgestellt werden, dass nur 5 der 25 Patienten mit Nichtraucheranamnese männlichen 
Geschlechts waren, d.h. 80 Prozent der untersuchten Nichtraucher waren weibliche Probandinnen. 
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Auffällig ist der hohe Anteil an Adenokarzinomen in der Population der Nichtraucher, 2 der 5 
Männer und 17 der 20 Frauen litten an diesem histologischen Subtyp des NSCLC. 
Plattenepithelkarzinome und großzellige Tumoren waren nur in sehr kleiner Anzahl (siebe Tab. 31) 
unter den Nichtrauchern vorhanden. Nur 5 der 25 Tumoren der Nichtraucher wiesen eine k-ras-
Mutation im zytologischen Untersuchungsmaterial auf, alle Mutationen waren bei Patienten bzw. 
Patientinnen mit Adenokarzinomen detektierbar.
Zur statistischen Analyse der Nichtraucherpopulation wurden die k-ras-Mutationshäufigkeiten der 
Frauen mit denen der Männer verglichen. Die relative Mutationsrate betrug sowohl bei Männern als 
auch bei Frauen 20 Prozent (95 %-Konfidenzintervall Frauen: 8,1 bis 41,6 Prozent; 95%-
Konfidenzintervall Männer: 3,6 bis 62,4 Prozent), es bestand demnach kein signifikanter 
Unterschied diesbezüglich.
Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit die 
relative Mutationsrate im k-ras-Gen bei Rauchern und Raucherinnen deutlich über der der 
Nichtraucher lag und dieser Unterschied insbesondere bei Adenokarzinomen offensichtlich wurde.
4.10.3 Vergleichende geschlechtsspezifische Betrachtung der Raucher und Nichtraucher
Abschließend seien die Tumoren nach Geschlechtern getrennt, statistisch analysiert. 
Den stärksten signifikanten Zusammenhang gab es beim Vergleich weiblicher Raucherinnen mit 
Nichtraucherinnen. Innerhalb der NSCLC-Gruppe waren 20 weibliche Nichtraucherinnen, von 
denen 4 eine Mutation im k-ras-Gen aufwiesen (relative Mutationsrate: 20,0 Prozent), während 
unter den 26 weiblichen Raucherinnen bei 21 (relative Mutationsrate: 80,8 Prozent) k-ras-
Genmutationen im zytologischen Material detektierbar waren. Es gab also signifikant mehr k-ras-
Mutationen bei weiblichen Raucherinnen verglichen mit weiblichen Nichtraucherinnen (Chi-
Quadrat-Test, p < 0,0001).
Auch wenn man nur die Frauen mit Adenokarzinom betrachtet, kann dieser Zusammenhang 
analysiert werden. Während bei den Nichtraucherinnen mit Adenokarzinom nur 4 der 17 
Patientinnen (relativ 23,5 Prozent) eine k-ras-Mutation aufwiesen, betrug die relative Mutationsrate 
bei weiblichen Raucherinnen 78,9 Prozent (15 der 19 Patientinnen hatten eine k-ras-Mutation). 
Damit gab es auch unter den Adenokarzinompatientinnen auf hohem Signifikanzniveau mehr k-ras 
Mutationen bei Raucherinnen verglichen mit den Nichtraucherinnen (Chi-Quadrat-Test, p = 0,003).
Da es unter den Lungenkarzinompatienten männlichen Geschlechts innerhalb Studie nur eine sehr 
geringe Anzahl von Nichtrauchern gab, ist kein statistisch verwertbarer Vergleich über die 
unterschiedliche k-ras-Mutationshäufigkeit bei männlichen Rauchern und Nichtrauchern möglich.
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Genetische Veränderungen im k-ras-Gen bei Lungenkarzinompatienten scheinen negative 
Prädiktoren für den Erfolg einer Therapie mit EGFR-TKI darzustellen (Vgl. Linardou et al., 2008).
Ebenso wurde an anderer Stelle festgestellt, dass die Prognose eines an einem nichtkleinzelligen 
Lungenkarzinom erkrankten Patienten sich durch Nachweis einer k-ras-Mutation im Tumor 
verschlechtere (Vgl. Mascaux et al., 2005).
Es gibt allerdings mögliche zukünftige Therapiestrategien, die auch effektiv bei k-ras-mutierten 
Tumoren sein könnten und die es sinnvoll machen, den k-ras-Status eines Lungenkarzinompatienten 
zu bestimmen. Die potentiellen Therapiestrategien beeinflussen ras-Signalkaskaden wie den 
PI3K/AKT/mTOR-Weg, aber auch die Ras/Raf-MAPK-Kaskade (Vgl. Sos et al., 2009). 
Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Kombinationstherapie mit noch nicht zugelassenen 
MAPK-Inhibitoren und PI3K-mTOR-Hemmern erfolgversprechend bei nichtkleinzelligen 
Lungentumoren mit nachweisbarer k-ras-Mutation sein könnte (Vgl. Engelman et al, 2008).
Daher wird mit dieser Arbeit eine Möglichkeit geschaffen, eine einfache Untersuchungsmethode 
des zytologischen Materials von Lungenkarzinompatienten zu entwickeln, um deren k-ras-Status zu 
ermitteln. Dafür genügt eine einfache bronchoskopische Untersuchung bzw. eine Punktion von 
Pleura- oder Ascitesflüssigkeit. Die anschließende Analyse des gewonnenen zytologischen 
Materials auf Objektträgern oder in frischer Flüssigkeit kann dann gemäß der in dieser Arbeit 
beschriebenen PCR-RFLP-Methode durchgeführt werden.
5.1 Verteilung der histologischen NSCLC-Subtypen innerhalb der untersuchten Patienten
Die betrachteten Personen entstammen einer zufälligen Auswahl von Patienten am Robert-Koch-
Klinikum, dem Thoraxzentrum des Städtischen Klinikums St. Georg in Leipzig.
Die Verteilung der unterschiedlichen histologischen Subtypen der nichtkleinzelligen Tumoren
entsprach also einer randomisierten repräsentativen Untersuchungspopulation von 
Lungenkarzinompatienten aus dem Einzugsbereich des Großraumes Leipzig.
Allgemein fällt der hohe Anteil der Patienten und Patientinnen mit Adenokarzinomerkrankungen in 
der vorliegenden Arbeit auf. 43 Prozent der männlichen Probanden und 78,3 Prozent der weiblichen 
Patientinnen hatten diesen Tumortyp, was einem Gesamtanteil von fast 53 Prozent an allen 
begutachteten Tumoren der Untersuchungspopulation darstellt. Das korreliert mit der allgemein in 
europäischen Staaten vorherrschenden Tendenz, dass die Zahl der Adenokarzinomerkrankungen 
deutlich angestiegen ist und mittlerweile über der der Plattenepithelkarzinome liegt (Vgl. Curado et 
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al., 2007 und Janssen-Heijnen und Coebergh, 2003). Auch in außereuropäischen Staaten mit 
teilweise anderer ethnischer Bevölkerungsstruktur wie den USA oder Japan sind ähnliche 
Entwicklungen beobachtbar (Vgl. Hatcher und Dover, 2003 und Yoshimi et al., 2003).
Entsprechend dem hohen Anteil an Adenokarzinomen ist der Anteil der Patienten mit einem 
Plattenepithelkarzinom in der vorliegenden Arbeit geringer als verglichen mit weltweiten 
Prävalenzdaten angenommen werden müsste (Vgl. Curado et al., 2007 und Parkin et al., 2002).
Im analysierten histologischen Untersuchungsmaterial befanden sich formalinfixierte Präparate von 
10 Adenokarzinomen, 21 Plattenepithelkarzinomen, 15 großzelligen NSCLC sowie 2 Karzinoiden 
und eines adenosquamösen Karzinoms. Die prozentuale Verteilung hier deutet demnach auf ein 
Überwiegen der Plattenepithelkarzinome hin, die immerhin in fast 43 Prozent des gesamten 
histologischen Untersuchungsmaterials diagnostiziert werden konnten. Dagegen fanden Maeda et 
al. in einer großangelegten Untersuchung histologischer Präparate von NSCLC in den Stadien I und 
II deutlich mehr Adenokarzinome. Sie klassifizierten 1415 unter 1870 Tumoren, also 76 Prozent als 
Adenokarzinom und nur 455 (relativ 24 Prozent) als Plattenepithelkarzinome (Vgl. Maeda et al., 
2010).
5.2 Verteilung des Tumorstadiums innerhalb der NSCLC-Population
Von den 117 eindeutig zu einem Tumorstadium klassifizierbaren Patienten konnten insgesamt 4 
dem Stadium IA zugeordnet werden, 16 Patienten hatten Tumorstadium IB. Im Stadium IIA konnte 
nur ein Patient untersucht werden, auch im Stadium IIB gab es nur zwei männliche Patienten in der 
Untersuchungspopulation. Die Tumorerkrankung im Stadium IIIA war bei 10 Patienten durch die 
Staging-Untersuchungen bestätigt worden, Stadium IIIB lag bei 26 Patienten vor. Die mit 58 Fällen 
Mehrheit der untersuchten Patienten litt bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung an einem 
metastasierten Lungenkarzinom in Stadium IV. Verglichen mit den weltweit allgemein 
angenommenen Häufigkeiten der einzelnen Tumorstadien nach den Arbeiten von Scott et al., 2007, 
Brambilla und Lantuejoul, 2009, Jett et al., 2007 und Socinski et al., 2007 konnte in der 
vorliegenden Arbeit eine höhere Anzahl an Stadium IIIB- und Stadium IV-Tumoren analysiert 
werden, während die Tumorstadien I, II und IIIA eher unterrepräsentiert waren.
Zur Diagnostik histologischer Untersuchungsmaterialien, die aus operativen Behandlungen 
gewonnen worden, konnten erwartungsgemäß weniger Patienten in den höheren Tumorstadien 
untersucht werden, während die niedrigen Stadien in den analysierten FFPE überwogen. Unter den 
betrachteten Patientenproben hatten 3 Patienten Stadium IA, 15 Patienten Stadium IB, 1 Patient 
Stadium IIA, 5 Patienten Stadium IIIA, 2 Patienten IIIB und 1 Patient Stadium IV. 
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5.3 Generelle Häufigkeit der k-ras Mutationen in der Untersuchung
Es wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit in den zytologischen Analysematerialien bei 81 von 
167 untersuchten Patienten Mutationen im k-ras-Gen nichtkleinzelliger Lungenkarzinome 
festgestellt, während bei Vergleichsuntersuchungen unter 23 Patienten mit kleinzelligen 
Lungenkarzinomen, lungengesunden Menschen und Patienten mit Metastasen extrapulmonaler 
Tumoren keine Mutationen im k-ras-Gen detektiert werden konnten. Insgesamt ergibt sich für die 
NSCLC-Patienten eine relative k-ras-Mutationsrate von 48.5 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 
41,0 bis 56,0 Prozent).
Die beschriebenen k-ras-Mutationshäufigkeiten bei nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen sind in 
einigen anderen Arbeiten etwas niedriger. So konnten Hatzaki et al. bei der Untersuchung eines 
griechischen Untersuchungskollektives nur in 20 Prozent der Fälle eine k-ras-Mutation nachweisen 
(Vgl. Hatzaki et al., 2001). Auch Massarelli et al. kamen zu ähnlichen Ergebnissen und berichteten 
bei ihren Untersuchungen von in etwa bei 23 Prozent der Lungenkarzinomfälle vorkommenden k-
ras-Mutationen (Vgl. Massarelli et al., 2007).
Allerdings berichteten Minamoto et al. in einem Review von einer k-ras-Mutationsrate von 25 bis 
48 Prozent bei Lungentumoren (Vgl. Minamoto et al., 2000). Das korreliert einigermaßen gut mit 
der in dieser Arbeit gefundenen k-ras-Mutationshäufigkeit, die ja mit 48,5 Prozent nur leicht höher 
als bei den betrachteten Vergleichsarbeiten von Minamoto et al. war.
Oshita et al. fanden gar in der Analyse von 20 bronchoalveolären Lavagen von Patienten mit 
nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen 15 k-ras-Mutationen, und ermittelten damit eine sehr hohe 
relative k-ras-Mutationsrate von 75 Prozent. Gleichzeitig fanden sie aber auch in 4 von 13 Patienten 
mit nichtmalignen Läsionen der Lunge k-ras-Mutationen, eine vergleichsweise eher ungewöhnliche
Feststellung. Sie schlussfolgerten aber eine signifikant höhere Mutationsrate des k-ras-Genes in 
Lungenkarzinomen verglichen mit nichtmalignen Prozessen (Vgl. Oshita et al., 1999). 
Riely et al. vertreten die Ansicht, dass Mutationen im k-ras Onkogen in etwa 25 Prozent der 
Lungenkarzinomfälle gefunden werden (Vgl. Riely et al., 2008). Bei Adenokarzinomen der Lunge 
wird in der Literatur von relativen k-ras-Mutationsraten von bis zu 30 Prozent berichtet (Graziano et 
al., 1999). Marchetti et al. detektierten in 36 Prozent der Fälle mutierte k-ras-Gene bei 
Lungenadenokarzinompatienten (Marchetti et al., 2009).
Die k-ras-Mutationsrate im zytologischen Material im Rahmen dieser Arbeit lag also mit 48,5 
Prozent im oberen Bereich der angenommenen Häufigkeit in der Literatur. 
Das könnte zum einen daran liegen, dass im Rahmen dieser Arbeit verglichen mit allgemein 
angenommenen Häufigkeiten überproportional viele Adenokarzinome untersucht worden. Ebenso 
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befanden sich eine sehr große Anzahl Raucher unter der betrachteten Untersuchungspopulation. Ein 
weiterer Grund könnte die große Anzahl von Patienten im metastasierten Tumorstadium IV im 
analysierten Untersuchungsmaterial sein. Auf die Besonderheiten der genannten Patientengruppen 
hinsichtlich ihres potentiellen k-ras-Mutationsstatus wird unter den folgenden Gliederungspunkten 
näher eingegangen.
Ein methodischer Fehler im Rahmen dieser Studie kann mit an Sicherheit grenzender 
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da ja anhand der untersuchten Vergleichsgruppe gezeigt
wurde, dass dort keine k-ras-Mutation detektierbar war. Außerdem wurden alle k-ras-
Mutationsbestimmungen in Doppelanalysen durchgeführt und die Resultate bestätigt.
Hinsichtlich der kleinzelligen Lungenkarzinome bestätigte die vorliegende Arbeit die bereits seit 
einiger Zeit bekannte Aussage, dass SCLC in der Regel keine k-ras Mutationen tragen (Vgl. 
Mitsudomi et al., 1991). Auch Nakaomoto et al. konnten bei Ihren Analyseuntersuchungen maligner 
Pleuraergüsse nur k-ras-Mutationen bei nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen nachweisen, während 
sie keine k-ras-Mutation bei SCLC-Patienten fanden (Vgl. Nakamoto et al., 2001).
Bei gesunden Probanden und den Patienten mit Lungenmetastasen extrapulmonaler Tumoren wurde 
im Rahmen dieser Arbeit keine k-ras-Mutation gefunden. Es konnte bereits von Santos et al. 
nachgewiesen werden, dass selbst im tumorfreien Gewebe von Lungenkarzinompatienten keine k-
ras-Mutationen nachgewiesen werden können (Vgl. Santos et al., 1984). Lediglich Oshita et al. 
fanden bei 4 von 13 Patienten mit nichtmalignen Erkrankungen der Lunge k-ras-Mutationen, kamen 
aber wie bereits erwähnt zusammenfassend zu dem Schluss, dass es signifikant höhere k-ras-
Mutationsraten in Lungenkarzinomen verglichen mit nichtmalignen Prozessen der Lunge gibt (Vgl. 
Oshita et al., 1999).
Die 83 Mutationen dieser Arbeit betrafen in 80 Fällen vornehmlich das Codon 12 des k-ras-Genes, 
in Codon 13 konnte lediglich eine Mutation detektiert werden. In Codon 61 konnten zwei 
Mutationen allerdings bei Patientinnen, die ebenfalls ein mutiertes Codon 12 hatten, mit der 
beschriebenen PCR-RFLP-Methode analysiert werden. Das korreliert gut mit der Feststellung, dass 
etwa 97 Prozent aller k-ras-Mutationen bei NSCLC die Codons 12 und 13 betreffen (Vgl. Forbes et 
al., 2006). Andere Arbeiten kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass das k-ras Codon 12 das am 
häufigsten mutierte Codon des k-ras-Genes in nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen sei (Vgl. 
Hatzaki et al., 2001 und Toyooka et al., 2003). Mutationen in k-ras-Codon 61 beim 
nichtkleinzelligen Lungenkarzinom konnten bei Toyooka et al. gar nicht nachgewiesen werden 
(Vgl. Toyooka et al., 2003). Im Codon 13 wurden analog zur hier vorliegenden Arbeit nur sehr 
wenige Mutationen des k-ras-Gens bei NSCLC gefunden (Vgl. Hatzaki et al., 2001 und Toyooka et 
al., 2003).
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5.3.1 Besonderheiten des k-ras-Status bezüglich des histologischen Tumortypes
Bereits in den 1990er Jahren konnte nachgewiesen werden, dass Lungentumoren eine unter 
histologischen Gesichtspunkten unterschiedliche Expression mutierter k-ras-Gene zeigten. So 
konnten in Adenokarzinomen deutlich mehr k-ras-Mutationen als in Plattenepithel- und
großzelligen Lungenkarzinomen nachgewiesen werden (Vgl. Rodenhuis und Slebos, 1992). 
Besonders in Plattenepithelkarzinomen sollen k-ras-Mutationen deutlich seltener vorkommen als in 
anderen histologischen Subtypen des Lungenkarzinoms (Vgl. Brose et al., 2002 und Suzuki, 1990). 
K-ras-Mutationen wurden auch in einer Arbeit von Le Calvez et al. häufiger in Adenokarzinomen 
als in Plattenepithelkarzinomen gefunden, das relative Risiko bei einem Plattenepithelkarzinom eine 
k-ras-Mutation im Tumor zu entwickeln lag bei ihnen nur bei 0,2 (95%-Konfidenzintervall 0,07-
1,00) verglichen mit selbigem Risiko bei Adenokarzinomen (Vgl. Le Calvez et al., 2005).
Auch in der hier vorliegenden Arbeit ist eine klare Präferenz dahingehend festzustellen, dass unter 
den untersuchten Adenokarzinomen deutlich mehr k-ras-Mutationen detektierbar waren. Die 
relative Mutationsrate betrug 54,5 Prozent unter den analysierten Karzinomen dieses histologischen 
Types, während die untersuchten Plattenepithelkarzinome nur in 37,2 Prozent der Fälle eine k-ras-
Mutation aufwiesen. Damit wurde also ein deutlicher Unterschied bezüglich der relativen k-ras-
Mutationsrate zwischen diesen Tumorarten festgestellt, wenn auch nicht auf statistisch eindeutigem
Signifikanzniveau (Chi-Quadrat-Test, p = 0,093). 
Auch das relative Risiko wurde berechnet, eine k-ras-Mutation zu entwickeln, sofern man an einem 
Adenokarzinom erkrankt ist, verglichen mit dem Risiko selbige zu haben, wenn ein 
Plattenepithelkarzinom vorliegt. Dieses betrug 1,26 (95%-Konfidenzintervall: 0,99 bis 1,60).
Berechnet man analog zur Arbeit von Le Calvez et al. das relative Risiko aus Sicht der 
Plattenepithelkarzinom- verglichen mit den Adenokarzinompatienten eine k-ras-Mutation zu 
entwickeln, beträgt dieses in der vorliegenden Arbeit 0,62 (95%-Konfidenzintervall: 0,37 bis 1,04) 
und ist damit etwas höher als bei Le Calvez et al. Es bestätigen beide Arbeiten, dass das relative 
Risiko, dass das k-ras-Gen mutiert ist, bei Adenokarzinomen der Lunge verglichen mit 
Plattenepithelkarzinomen deutlich erhöht ist.
Mills et al. konnten in ihren Untersuchungen in 14 von 25 Adenokarzinomen eine k-ras-Mutation 
nachweisen und damit eine relative k-ras-Mutationsrate von 56 Prozent in histologischem Material 
ermitteln (Vgl. Mills et. al., 1995). Diese Mutationsrate lag damit oberhalb der in dieser Arbeit 
festgestellten Rate. 
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5.3.2 Besonderheiten des k-ras-Status bezüglich des Tumorstadiums
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen des zytologischen Untersuchungsmaterials ist eine 
eindeutig erhöhte k-ras-Mutationsrate bei Lungentumoren in fortgeschrittenen Tumorstadien 
festzustellen verglichen mit den Mutationsraten in den frühen Krankheitsstadien. Es gab signifikant 
mehr Mutationen in den fortgeschrittenen Tumorstadien III und IV als in den frühen Stadien I und 
II. Gleiches gilt auch, wenn man die potentiell inoperablen Stadien IIIB und IV mit den Stadien I, II 
und IIIA hinsichtlich ihres k-ras-Mutationsstatus vergleicht.
Boldrini et al. konnten dagegen beim statistischen Vergleich von Adenokarzinomen hinsichtlich 
ihres k-ras-Mutationsstatus keine erhöhte Mutationsrate bei Tumoren im Stadium III und IV 
verglichen mit den Stadien I und II feststellen. Bei ihnen lagen die Unterschiede lediglich bei 20,5 
Prozent relativer k-ras-Mutationsrate bei den Tumoren der fortgeschrittenen Tumorstadien, während 
selbige bei den frühen Stadien der Erkrankung bei rund 18,2 Prozent lag (Vgl. Boldrini et al., 2009). 
Nelson et al. konnten eine etwas höhere Mutationsrate des k-ras-Genes in fortgeschrittenen 
Tumorstadien feststellen. Bei ihnen lag die relative k-ras-Mutationsquote im Krankheitsstadium I 
bei 17,6 Prozent, im Stadium II bei 29,2 Prozent, im Stadium III bei 28,3 Prozent und Stadium IV 
bei 33,3 Prozent (Vgl. Nelson et al., 1999). Fasst man also die Stadien I und II in Nelsons Arbeit 
zusammen, ergibt sich eine relative k-ras-Mutationsrate von 19,6 Prozent für diese und für die 
fortgeschrittenen Erkrankungstadien III und IV eine relative k-ras-Mutationsquote von 29,1 
Prozent.
Der Unterschied in den relativen Mutationsraten zwischen frühen und späten Tumorstadien ist also 
bei der Arbeit von Nelson et al. eindeutig sichtbar, wenn auch nicht so eindeutig wie in der hier 
vorliegenden Arbeit, wo die Unterschiede bei fast 40 Prozent hinsichtlich der k-ras-Mutationsraten 
in den Stadien I und II verglichen mit den Stadien III und IV lagen. Bei der Studie von Nelson et al. 
konnte man keine statistische Signifinanz (Chi-Quadrat-Test, p = 0,211) bezüglich der größeren 
Häufigkeit der k-ras-Mutation in höheren Tumorstadien nachweisen, während im Gegensatz dazu in 
der hier vorliegenden Arbeit stark signifikant weniger Mutationen in den frühen Tumorstadien I und 
II verglichen mit den fortgeschrittenen Tumorstadien III und IV detektierbar waren (Chi-Quadrat-
Test, p = 0,001).
5.3.3 Besonderheiten des k-ras-Status bezüglich des Geschlechts der Patienten
Die relative k-ras-Mutationsrate bei Frauen lag mit 54,3 Prozent höher als bei den Männern, bei
deren analysierten Tumoren nur 46,3 Prozent ein mutiertes k-ras-Gen aufwiesen. Dieser Vergleich 
5. Diskussion
82
lag zwar unterhalb eines statistisch verwertbaren Signifikanzniveaus, ist aber dennoch eindeutig 
feststellbar.
Nelson et al. kamen zu einem ähnlichen Ergebnis, bei ihnen lagen die k-ras-Mutationen unter 
weiblichen Lungenkarzinompatientinnen bei 26,2 Prozent, während bei den von NSCLC 
betroffenen Männern eine Mutationsrate von nur 17,4 Prozent nachweisbar war. Der Unterschied in 
der Differenz der relativen Mutationsraten war also vergleichbar mit der hier vorliegenden Arbeit.
Analog der vorliegenden Arbeit konnten Planchard et al. eine höhere Mutationsrate bei NSCLC 
weiblicher Patientinnen verglichen mit einer männlichen Untersuchungspopulation feststellen (Vgl. 
Planchard et al., 2009).
Andere Arbeiten kamen zu widersprüchlichen Ergebnissen, so machten Boldrini et al. bei der 
Untersuchung 411 italienischer Patienten mit Adenokarzinomen der Lunge die Feststellung, dass k-
ras-Mutationen bei Männern signifikant häufiger als bei Frauen vorkommen, während sich 
interessanterweise die EGFR-Mutationen dieser Population genau gegensätzlich verhielten (Vgl. 
Boldrini et al., 2009). Dazu sollte allerdings angemerkt werden, dass auch diese Arbeit nur 
Patienten mit Adenokarzinomerkrankungen der Lunge betrachtete. Vergleicht man auch in der 
vorliegenden Arbeit nur die Adenokarzinome bezüglich geschlechtsspezifischer Unterschiede, muss 
festgestellt werden, dass die relative k-ras-Mutationsrate unter diesem histologischen Tumortyp bei 
Männern mit 55,8 Prozent um 3 Prozent höher als bei den Frauen lag. Es kann also vermutet 
werden, dass speziell bei Adenokarzinomen eher die Männer von k-ras-Mutationen betroffen sind. 
Ahrendt et al. kamen in ihrer Arbeit über Adenokarzinomerkrankungen bei Rauchern und 
Nichtrauchern zu dem Ergebnis, dass Nichtraucher mit Adenokarzinom eher weiblichen 
Geschlechts seien, während die Mehrheit der Adenokarzinompatienten mit positiver 
Nikotinanamnese männlich waren (Vgl. Ahrendt et al., 2001).
Andere Arbeiten konnten keine Unterschiede im k-ras-Mutationsstatus bei männlichen und 
weiblichen Patienten feststellen (Vgl. Riely et al., 2008 und Slebos et al. 1990).
5.3.4 Besonderheiten des k-ras-Status bezüglich der Nikotinanamnese
Die relative Mutationsrate bei Rauchern, deren Tumoren in dieser Arbeit analysiert worden, lag bei 
53,5 Prozent, während die relative Mutationsrate der Nichtraucher nur 20 Prozent betrug.
Das relative Risiko, eine k-ras-Mutation als Raucher verglichen mit einem Nichtraucher zu 
bekommen, beträgt demnach für die untersuchte Population 2,68.
Schlussfolgernd aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann gesagt werden, dass inhalatives 
Zigarettenrauchen das Risiko signifikant erhöht, eine k-ras-Mutation zu erwerben und dass 
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nachgewiesenermaßen Lungentumoren von Rauchern deutlich häufiger eine k-ras-Mutation 
aufweisen als NSCLC von Nichtrauchern. 
Diese Feststellung deckt sich mit der Arbeit von Ahrendt et al., 2001. Sie untersuchten 106 
Patientenproben von Patienten, die an einem Adenokarzinom der Lunge erkrankt waren. Darunter 
befanden sich 14 Nichtraucher und 92 Raucher. K-ras-Mutationen konnten dabei bei 40 Tumoren 
der Raucher detektiert werden, während keines der Adenokarzinome der Nichtraucher eine 
Mutation im k-ras-Gen aufwies (Vgl. Ahrendt et al., 2001). Eine signifikant höhere k-ras-
Mutationsrate bei Rauchern verglichen mit Nichtrauchern konnte auch in weiteren Arbeiten 
nachgewiesen werden (Vgl. Boldrini et al., 2009, De Gregorio et al., 1998, Gealy et al., 1999, 
Nelson et al., 1999 und Westra et al., 1993). 
Riely et al, 2008 verglichen Patienten mit Lungenkarzinom hinsichtlich der Häufung von k-ras-
Mutationen bei ehemaligen Rauchern, aktuellen Rauchern und Nichtrauchern. Dabei stellte sich
heraus, dass die Nichtraucher eine k-ras-Mutationsquote von 15 Prozent, die ehemaligen Raucher 
eine relative k-ras-Mutationsrate von 22 Prozent und die nach Diagnosestellung weiterhin aktiven 
Raucher in 25 Prozent der Fälle ein mutiertes k-ras-Gen hatten (Vgl. Riely et al., 2008). Inhalatives 
Zigarettenrauchen über einen langen Zeitraum schien also auch in der Analyse von Riely et al. mit 
einer erhöhten Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer k-ras-Mutation vergesellschaftet.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls eine signifikant höhere k-ras-Mutationsrate 
bei Adenokarzinomen der untersuchten Raucher verglichen mit denen der Nichtraucher analysiert 
werden (p = 0,011), so dass geschlussfolgert werden kann, dass für diesen histologischen Tumortyp 
das Rauchen besonders häufig zu k-ras-Genmutationen führen kann. Eine Arbeit von Westra et al. 
lieferte ähnliche Ergebnisse. Sie fanden bei 30 Prozent rauchender Patienten mit Adenokarzinom 
eine k-ras-Mutation, während diese nur bei 7 Prozent der Nichtraucher mit diesem histologischen 
Tumortyp vorkam (Vgl. Westra et al., 1993).
Eine, wenn auch nicht signifikante, höhere Mutationsrate bei rauchenden 
Adenokarzinompatientinnen (78,9 Prozent verglichen mit 56,0 Prozent bei männlichen Rauchern) 
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden. Auch Nelson et al. fanden mehr 
k-ras Mutationen bei Frauen (26 Prozent) verglichen mit Männern (17 Prozent) mit 
Adenokarzinomerkrankungen der Lunge, allerdings ungeachtet der Nikotinanamnese (Vgl. Nelson 
et al., 1999). Bei der oben genannten Arbeit von Ahrendt et al. konnte dieser Zusammenhang nicht 
auf einem verwertbaren Signifikanzniveau bestätigt werden (Vgl. Ahrendt et al., 2001).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde aber die Tatsache festgestellt, dass die Gesamtheit der 
Frauen mit einem Lungenkarzinom, die eine Nikotinanamnese von mindestens 5 Packungsjahren
hatten, eine verglichen mit männlichen nikotinkonsumierenden Lungentumorpatienten signifikant 
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höhere relative k-ras-Mutationsraten hatte (p = 0,004). De Gregorio et al. fanden dagegen in einer 
italienischen Untersuchungspopulation mehr k-ras-Mutationen bei männlichen Patienten als bei 
Frauen (Vgl. De Gregorio et al., 1998).
Es konnte bei den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit eine weitere signifikante Auffälligkeit 
bezüglich der Korrelation zwischen Nikotinanamnese und k-ras-Mutationsstatus festgestellt 
werden. Frauen, die aktuell oder in der Vergangenheit Raucherinnen waren, hatten eine relative k-
ras-Mutationsrate von 80,8 Prozent, während unter den untersuchten lebenslangen 
Nichtraucherinnen eine relative k-ras-Mutationsrate von nur 20 Prozent detektierbar war. Damit 
waren stark signifikant mehr Raucherinnen mit positivem k-ras-Mutationsstatus behaftet als 
Nichtraucherinnen.
Diese Ergebnisse decken sich mit der Arbeit von Gealy et al., die, wenn auch auf einem nicht 
signifikanten Niveau, einen deutlichen Unterschied bei weiblichen Adenokarzinompatientinnen mit 
positiver und negativer Nikotinanamnese in puncto k-ras-Mutationsstatus fanden. Der Unterschied 
lag bei ihnen in einer relativen Mutationsrate von 25 Prozent bei den Raucherinnen und 9 Prozent 
bei den Nichtraucherinnen (Vgl. Gealy et al., 1999).
In Konsequenz dieser Ergebnisse kamen Subramanian und Govindan in einem umfassenden 
Review über genetische Veränderungen des Lungenkarzinoms bei lebenslangen Nichtauchern zu 
dem Schluss, dass es generelle genetische Unterschiede in der Entstehung der Tumoren bei 
Nichtrauchern und Rauchern gebe. Insbesondere bemerkten sie dabei, dass bei Rauchern signifikant 
mehr k-ras-Mutationen auftreten, während EGFR-Mutationen deutlich häufiger bei Nichtrauchern 
seien (Vgl. Subramanian und Govindan, 2008).
5.4 k-ras Mutationen in zytologischen Proben
Auffällig ist, dass in der vorliegenden Arbeit eine relativ hohe k-ras-Mutationsrate bei den 
analysierten zytologischen Untersuchungsmaterialien feststellbar ist. Das k-ras-Gen war in 48,5 
Prozent der Fälle mutiert.
Größere Studien zum Nachweis von k-ras-Mutationen in zytologischem Material analog der hier
vorliegenden Arbeit existieren bisher nicht. Mehrere Arbeiten weisen aber auf unterschiedlich hohe 
Mutationsraten bei bestimmten Genmutationen je nach verwendeter Untersuchungsmethode hin 
(Vgl. Minamoto et al., 2000; Pao und Ladanyi, 2007). Minamoto et al. verwiesen darauf, dass 
Mutationen im k-ras-Gen mit unterschiedlicher Spezifität von 75 bis 100 Prozent detektiert werden 
können, auch mit einer PCR-RFLP-Methode (Vgl. Minamoto et al., 2000).
Ahrendt et al. wiesen in einer Untersuchung von im Rahmen bronchoalveolärer Lavagen 
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gewonnener Analyseflüssigkeiten bei 8 von 19 Patienten in den operablen Tumorstadien I bis IIIA 
k-ras-Mutationen nach. Damit fanden sie eine relative k-ras-Mutationsrate von 42,1 Prozent 
innerhalb dieser BAL-Flüssigkeiten der NSCLC-Patienten (Vgl. Ahrendt et al., 1999).
In einer ähnlichen PCR-basierten Analyse bronchoalveolärer Lavagen von 20 
Lungentumorpatienten stellten Oshita et al. bei 15 Patienten, also in 75 Prozent der Fälle, eine 
Mutation im k-ras-Gen fest (Vgl. Oshita et al. 1999).
Mao et al. verglichen in einer Studie Sputum und FFPE derselben Lungenkarzinompatienten und 
kamen zu dem Ergebnis, dass 8 von 15 Patienten (relative Mutationsrate 53,3 Prozent) eine 
Mutation im k-ras-Gen hatten, die im FFPE nachweisbar war. In der Vergleichsanalyse des Sputums 
derselben Patienten konnten diese Mutationen in 7 der 8 Fälle bestätigt werden (Vgl. Mao et al. 
1994). Ebenfalls in histologisch gesichertem Lungentumorgewebe als auch im Sputum von 
Patienten mit Lungenkarzinom analysierte eine russische Arbeitsgruppe Mutationen im k-ras-Gen. 
Dabei sicherten sie eine Mutation in 60 Prozent der histologischen Präparate malignen 
Lungengewebes und konnten bei denselben Patienten in 47 Prozent der Fälle die korrespondierende 
Mutation auch im Sputum nachweisen (Vgl. Yakubovskaya et al., 1995).
Es scheint also maßgeblich darauf anzukommen, welches Untersuchungsmaterial und welche 
Untersuchungsmethode verwendet wird um eine k-ras-Mutation nachzuweisen. Ähnliches stellten 
auch Pao und Ladanyi für die Bestimmung des EGFR-Mutationsstatus fest. Sie erkannten, dass das 
Vorkommen von 5 Prozent Tumorzellen im Analysematerial ausreichen würde, wenn man eine 
PCR-RFLP-Methode zur Mutationsdetektierung anwendet (Vgl. Pao und Ladanyi, 2007). Das deckt 
sich mit der im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Sensitivität für die Möglichkeit der Analyse einer 
k-ras-Mutation. Es konnte im Rahmen der Verdünnungsreihe der DNA der Zellkultur A-549 bis zu 
einem Gehalt von 6,25 Prozent dieser an einem DNA-Gemisch mit einer Kontroll-DNA ohne k-ras-
Mutation eine sichere k-ras-Mutationsanalyse ermöglicht werden.
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Mutationsanalyse in zytologischen Patientenproben 
scheint also eine sehr sensitive Analysemethode zu sein, um k-ras-Mutationen zu detektieren.
5.5 Vergleichende Betrachtung der k-ras-Mutationen in zytologischen und histologischen 
Untersuchungsmaterialien
Mit der für diese Arbeit verwendeten PCR-RFLP-Untersuchungsmethode gelang es in 37 von den 
betrachteten 49 Fällen, eine Übereinstimmung zwischen dem k-ras-Mutationsstatus in 
histologischem und zytologischem Material zu zeigen, das entspricht also einer relativen 
Übereinstimmungsrate von 75,5 Prozent (95%-Konfidenzintervall: 61,9 bis 85,4 Prozent).
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Es konnten Abweichungen hinsichtlich des k-ras-Mutationsstatus bei 11 Proben, die im 
zytologischen Material als k-ras-mutiert detektiert wurden, festgestellt werden, während sie im 
histologischen Material mutationsfrei waren. Bei einer Probe einer Karzinoid-Patientin konnte eine 
Mutation im histologischen paraffinfixierten Präparat analysiert werden, während das zytologische 
Material ohne k-ras-Mutation war.
Die Unterschiede lassen sich vor allem damit erklären, dass man mit der zytologischen Methode 
wohl eine sensitivere Analysetechnik hat, direkt Material aus dem Tumor gewonnen zu haben, 
während die analysierten Schnitte der fixierten FFPE oft auch einen großen Anteil tumorfreien 
Materials enthielten. Wie anhand der Verdünnungsreihe mit der Zellkultur A-549 gezeigt, ist eine k-
ras-Mutationsbestimmung auch bei einer Anzahl von nur 6,25 Prozent Tumorzellen im 
zytologischen Untersuchungsmaterial eindeutig möglich. Die FFPE waren zwar im Mittel DNA-
reicher, enthielten aber aufgrund einer angestrebten R0-Resektion der Tumoren im Rahmen der 
kurativen OP in den frühen Tumorstadien zu geringere Anteile karzinombefallenen Gewebes. Man 
sollte daher zur Diagnostik histologischen Materiales in Zukunft lieber nur noch Mikrodissektate 
reinen karzinombefallenen Gewebes analysieren, anstatt die kompletten FFPE zu Detektion der 
Mutationen zu verwenden.
Beau-Faller et al. kamen in einer Studie zu dem Schluss, dass eine von ihnen entwickelte PNA-
PCR-Methode eine sehr sensitive Möglichkeit biete, k-ras-Mutationen in operativ gewonnenen 
Biopsien von NSCLC-Patienten zu analysieren. Sie detektierten mit dieser Methode in 21 von 114 
Fällen eine k-ras-Mutation, während sie mit direkter Sequenzierung nur 11 Mutationen im k-ras-
Gen derselben 114 Patienten nachweisen konnten. Sie führten den Erfolg auf die hohe Sensitivität 
der PNA-PCR-Methode zurück, die diese Methode auch bei sehr niedriger Anzahl maligner Zellen 
im Untersuchungsmaterial habe. Beau-Faller et al. konnten insbesondere bei Adenokarzinomen eine 
Zunahme der k-ras-Mutationshäufigkeit feststellen, wenn die PNA-PCR-Methode angewandt 
wurde. Insgesamt verwiesen sie darauf, dass eine hohe Anzahl von Entzündungszellen falsch 
negative Resultate in der k-ras-Mutationsanalyse durch direkte Sequenzierung liefern kann (Vgl. 
Beau-Faller et al., 2009).
Die Anwesenheit einer hohen Anzahl von Entzündungszellen und ein, wie bereits erwähnt, niedriger 
Anteil an Tumorzellen ist auch eine mögliche Begründung für die verglichen zu den in 
zytologischen Proben gefundenen niedrigeren k-ras-Mutationsraten in den histologischen FFPE im 
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit.
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5.6 Fazit
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte PCR-RFLP-Analysemethode liefert eine schnelle, 
einfach durchführbare und reproduzierbare Analysemöglichkeit für die Detektierung von k-ras-
Mutationen innerhalb zytologischer Untersuchungsmaterialien. Man kann nach einer 
bronchoskopischen Untersuchung sofort oder nach Färbung eines zytologischen Präparates eines 
Patienten möglichst zeitnah eine k-ras-Mutationsanalyse durchführen und dabei eventuelle 
Rückschlüsse auf einen möglichen Therapieerfolg einer EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor-Behandlung 
ziehen.
Die höhere k-ras-Mutationsanzahl im zytologischen verglichen zum histologischen Material kann 
durch die höhere Tumormenge auf den hauptsächlich untersuchten Objektträgern erklärt werden, 
während die histologischen FFPE resektionsbedingt zu große Mengen tumorfreien Gewebes 
enthielten und damit hypothetisch falsch negative Resultate der k-ras-Mutationanalysen lieferten.
Es wurden in dieser Arbeit erhöhte k-ras-Mutationsraten bei Rauchern, Adenokarzinompatienten 
und Frauen verglichen mit Nichtrauchern, Plattenepithelkarzinompatienten bzw. Männern bestätigt. 
Zudem wurde festgestellt, dass insbesondere Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien eine 
höhere k-ras-Mutationshäufigkeit aufwiesen.
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Die Arbeit beschäftigte sich mit der molekularbiologischen Analyse der k-ras-Mutationen in 
zytologischen Untersuchungsmaterialien von Patienten mit nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen. 
Mutationen im k-ras-Gen sind laut mehreren wissenschaftlichen Studien negative Prädiktoren für 
den Erfolg einer möglichen EGF-Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitortherapie bei fortgeschrittenen 
Erkrankungsstadien. Daneben scheinen k-ras-Mutationen die Prognose für Patienten mit 
nichtkleinzelligen Lungentumoren zu verschlechtern, während gleichzeitig neue Therapieansätze in 
Entwicklung sind, bei denen Patienten mit einem mutierten k-ras-Gen eine neue Behandlungsoption 
geboten bekommen könnten.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 167 zytologische Proben von Patienten des Robert-
Koch-Klinikums, Thoraxzentrum des Klinikum St. Georg in Leipzig untersucht, die an einem 
nichtkleinzelligen Karzinom erkrankt waren. Ebenfalls wurden 23 Vergleichsproben von am selben 
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Klinikum bronchoskopierten Patienten analysiert, die entweder an kleinzelligen Lungenkarzinomen, 
extrabronchialen Tumoren mit bestehenden Lungenmetastasen erkrankt sowie Patienten, die an
keiner pneumologischen Grunderkrankung litten.
Für den Vergleich zytologischer und histologischer Untersuchungsmaterialien derselben Patienten 
konnten 49 sogenannte formalin-fixed paraffin-embedded samples (FFPE) aus dem Institut für 
Pathologie des Städtischen Klinikums St. Georg analysiert werden. Diese stammten von
Operationen, die die betroffenen Patienten im Rahmen eines kurativen Therapieansatzes an der 
dortigen Klinik für Thoraxchirurgie erhielten.
Das Ziel der Arbeit bestand darin, herauszufinden, inwieweit zytologische Materialien geeignet 
sind, zur Bestimmung des k-ras-Mutationsstatus' eines Patienten verwendet zu werden und eine 
Methode zu etablieren, die einfach, schnell, reproduzierbar und zuverlässig ist.
Es wurden in dieser Arbeit die häufigsten vorkommenden Mutationen im k-ras-Gen analysiert. 
Diese betreffen die Codons 12 und 13 im Exon 1 und im Codon 61 im Exon 2 des k-ras-Genes. 
Dafür wurden vier unterschiedliche Polymerasekettenreaktionen mit anschließenden 
Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus-Analysen designt und durchgeführt. Es war 
erforderlich für jede dieser Reaktionen geeignete PCR-Bedingungen mit spezifischen Primern, 
eigene Restriktionsenzyme und Reaktionsmilieus für den Restriktionsverdau zu entwickeln. Vier 
unterschiedliche PCR-RFLP waren notwendig, da im Codon 61 anders als bei den Codons 12 und 
13 Mutationen in Position 3 nur durch eine zweite PCR-RFLP-Untersuchung aufgedeckt und 
detektiert werden können.
Die Ergebnisse der k-ras-Mutationsanalysen konnten dann nach Durchführung von Agarose-
Gelelektrophoresen unter der UV-Bildkamera betrachtet und etwaige Mutationen durch jeweils 
spezifisch entstehende Banden sichtbar gemacht werden.
Es konnten in der vorliegenden Arbeit in der Analyse der zytologischen Untersuchungsmaterialien 
bei 81 von 167 Patienten mit nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen Mutationen im k-ras-Gen
detektiert werden. Die Untersuchungen unter der Vergleichsgruppe mit 23 Patienten mit 
kleinzelligen Lungenkarzinomen, lungengesunden Patienten und Patienten mit Metastasen 
extrapulmonaler Tumoren ergaben keinen Nachweis einer Mutation im k-ras-Gen. 
80 Mutationen, die in dieser Arbeit gefunden worden, waren im Codon 12 des k-ras-Genes 
lokalisiert, in Codon 13 konnte lediglich eine Mutation analysiert werden, in Codon 61 konnten 
zwei Mutationen bei Patientinnen detektiert werden, die allerdings ebenfalls ein mutiertes Codon 12 
aufwiesen.
Die in dieser Arbeit beschriebenen PCR-RFLP-Untersuchungsmethoden ermöglichten in 37 von den 
49 Fällen, übereinstimmende k-ras-Mutationen in histologischen FFPE und zytologischem Material 
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zu analysieren, das ergibt also eine relative Übereinstimmungsrate von 75,5 Prozent.
Es konnten Abweichungen hinsichtlich des k-ras-Mutationsstatus bei 11 Proben, die im 
zytologischen Material als k-ras-mutiert detektiert wurden, festgestellt werden, während sie im 
histologischen Material mutationsfrei waren. Bei einer Probe einer Patientin konnte eine Mutation 
im histologischen FFPE ermittelt werden, während das zytologische Material ohne k-ras-Mutation 
war. Unterschiede zwischen den Mutationsanalysen in den verschiedenen Materialien sind damit 
erklärbar, dass man mit der zytologischen Methode wohl eine spezifischere Analysetechnik hat, 
direkt Material aus dem Tumor gewonnen zu haben, während die fixierten FFPE oft auch einen 
großen Anteil tumorfreien Materials aufwiesen.
Eine Verdünnungsreihe der Zellkultur A-549 wurde ebenfalls durchgeführt und lieferte das 
Ergebnis, dass eine k-ras-Mutationsbestimmung auch bei einer Anzahl von nur 6,25 Prozent
Tumorzellen im zytologischen Untersuchungsmaterial eindeutig möglich ist.
Photometrische DNA-Vermessungen ergaben, dass die histologischen Materialien im Mittel mehr 
Nukleinsäure als die zytologischen enthielten, der DNA-Gehalt der zytologischen Proben aber 
ausreichte für die Analyse der k-ras-Mutationen mit der beschriebenen Methode.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten ebenfalls Erkenntnisse zur Korrelation einer k-ras-Mutation mit 
bestimmten klinischen und individuellen Parametern der Patienten gewonnen werden. So konnte 
festgestellt werden, dass die relative k-ras-Mutationsrate bei Rauchern mit 53,5 Prozent deutlich 
und signifikant über der bei Nichtrauchern mit 20 Prozent lag. Es konnte gezeigt werden, dass das 
relative Risiko, eine k-ras-Mutation als Raucher verglichen mit einem Nichtraucher zu bekommen, 
für die untersuchte Population 2,68 beträgt. Insbesondere auffällig war im Rahmen dieser Arbeit 
auch die signifikant höhere Mutationsrate des k-ras-Genes bei Adenokarzinompatienten mit 
positiver Nikotinanamnese verglichen mit Nichtrauchern, die an diesem histologischen Tumortyp 
erkrankt waren.
Ebenfalls wurde festgestellt, dass Frauen mit einem Lungenkarzinom, die eine positive 
Nikotinanamnese hatten, eine verglichen mit männlichen Rauchern unter den 
Lungentumorpatienten signifikant höhere relative k-ras-Mutationsrate hatten.
Generell waren im Rahmen dieser Arbeit signifikant mehr Raucherinnen mit positivem k-ras-
Mutationsstatus behaftet als Nichtraucherinnen.
Die Assoziation des k-ras-Mutationsstatus‘ eines Patienten zum histologischen Tumorsubtyp wurde 
ebenfalls in der hier vorliegenden Arbeit analysiert. Es wurde festgestellt, dass unter den 
untersuchten Adenokarzinomen deutlich mehr k-ras-Mutationen detektierbar waren als unter 
Plattenepithelkarzinomen. Die relative Mutationsrate innerhalb der Patienten mit einem 
Adenokarzinom betrug 54,5 Prozent, die untersuchten Plattenepithelkarzinome wiesen nur in 37,2 
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Prozent der Fälle eine k-ras-Mutation auf. Dieser deutliche Unterschied bezüglich der relativen k-
ras-Mutationsrate zwischen Adeno- und Plattenepithelkarzinomen war allerdings nur auf einem 
schwachem Signifikanzniveau von p < 0,1 feststellbar. Das relative Risiko, eine k-ras-Mutation zu 
entwickeln, sofern man an einem Adenokarzinom erkrankt ist, verglichen mit dem Risiko selbige zu 
haben, wenn ein Plattenepithelkarzinom vorliegt, betrug im Rahmen dieser Arbeit 1,26. 
Bezüglich der k-ras-Mutationsrate und der Korrelation zum Tumorstadium eines Patienten konnte 
in dieser Arbeit festgestellt werden, dass es signifikant mehr Mutationen in den fortgeschrittenen 
Tumorstadien III und IV als in den frühen Stadien I und II gab. Ermittelt wurde insbesondere auch, 
dass das k-ras-Gen signifikant häufiger mutiert ist in potentiell inoperablen Erkrankungsstadien IIIB 
und IV verglichen mit den Stadien I, II und IIIA.
Bezüglich des Geschlechts der Patienten und dem k-ras-Status konnte festgestellt werden, dass die 
relative k-ras-Mutationsrate bei Frauen 54,3 Prozent höher als bei den Männern mit 46,3 Prozent 
lag. Ein Unterschied, der allerdings unterhalb eines statistischen Signifikanzniveaus von p = 0,05 
war.
Die vorliegende Arbeit liefert die erste Analyse des k-ras-Mutationsstatus im zytologischen 
Untersuchungsmaterial bei einer größeren Patientenanzahl mit nichtkleinzelligen 
Lungenkarzinomen. Sie beschreibt eine günstige und schnell durchführbare Methode zur 
Bestimmung der k-ras-Mutationen auf bzw. in zytologischen Proben, die sich für die Diagnostik zur 
weiteren Therapieplanung hervorragend eignet. Die Ergebnisse sind zuverlässig und reproduzierbar. 
Erwartete Mutationshäufigkeiten und Korrelationen des k-ras-Status zu bestimmten klinischen und 
individuellen Parametern entsprechen weitestgehend aus der Literatur bekannten Zusammenhängen. 
Vergleiche zwischen histologischem und zytologischem Untersuchungsmaterial brachten ein hohes 
Maß an Übereinstimmungen. 
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